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@ Nouveau procede de dosage simultane d'au molns deux sous ensembles d'apolipoprotelnes contenues dans un milieu 
biologique. 



@ L'invention concerne un procede de dosage simultan6 
d au moins deux sous-ensembles d'apolipoprotelnes, apparte- 
nant respectrvement a au moins deux groupes de particules 
lipoproteiques et contenant une "apoiipoprot6ine commune". 
- le premier groupe etant constitue par des particules 
lipoproteiques portant toutes la susdite "apolipoproteine 
commune" constituant le premier sous-ensemble,- le deuxleme 
groupe pouvant etre constitue par des particules lipoprotei- 
ques contenant toutes Tapolipoprotefne commune" definie 
ci-dessus et portant en outre au moins une apolipoproteine Y n 
differente des eventuelles autres apolipoproteines Xm portees 
par les particules lipoproteiques du premier groupe et consti- 
tuant le deuxleme sous-ensemble ; 

lequel procede consists a mettre les deux sous-ensembles 
d'apolipoproteine a doser en presence d'un melange d'anti- 
corps contenant 

. d'une part des anticorps diriges centre la ou les 
apolipoproteines constituant le deuxieme sous-ensemble (Yn) 
en quantit6 suffisante pour precipiter les particules lipoprotei- 
ques du deuxieme groupe ; 

. d'autre part des anticorps diriges contre la susdite 
"apolipoproteine commune", constituant le premier sous-en- 



semble, en quantite suffisante pour preciplter fes particules 
lipoproteiques du premier groupe et en exces par rapport a la 
quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation 
des particules lipoproteiques du premier groupe, dans un 
rapport tel que, apres immunodiffusion, on obttenne deux 
frontieres distinctes. Application a des kits de dosage. 
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Description 

NOUVEAU PROCEDE DE DOSAGE SIMULTANE D'AU MOINS DEUX SOUS ENSEMBLES 
D'APOUPOPROTEINES CONTENUES DANS UN MIUEU BIOLOGIQUE 

L'invention a pour objet un nouveau procede de dosage simultane d'au moins deux sous ensembles 
5 d'apolipoproteines contenues dans un milieu biologique. 

L'invention a egalement pour objet de nouveaux supports plans (plaques ou films) prets a ('utilisation, et 
permettant la mise en oeuvre du proced6 de l'invention. 

L'invention vise egalement des kits ou necessaires de dosage pour la mise en oeuvre du procede de 
l'invention. 

10 Enfin, l'invention vise Egalement un procede de depistage in vitro de risques d'atherosclerose corretes a 
des teneurs en apolipoproteines determinees, portees par des particules lipoproteiques, et situees a 
Pexterieur du domaine delimite par les valeurs extremes des susdites apolipoproteines correspondant a I'etat 
physiologique d'un individu sain, en mettant en oeuvre !e procede de dosage selon l'invention. 

II est aujourd'hui parfaitement demontre que les dyslipoproteinemies constituent le facteur predisposant 

15 majeur pour le deveioppement et la progression des lesions arterielles (Lipids Research Clinic Program. The 
lipid research clinics coronary primary prevention trial results. I. Reduction in incidence of coronary heart 
disease. II. The relationship of reduction in incidence of coronary heart disease to cholesterol lowering JAMA, 
1984, 251:351-374 Ducimetiere P., Richard J.L., Claude J.R., Warnet J.M. Les cardiopathies ischemiques. 
Incidence et facteurs de risque. In : L'Etude Prospective Parisienne, Paris, INSERM 1981 ; Fruchart J.C., 

20 Bertrand M., Parra H., Gentilini J.L, Boniface B., Lipoproteines et apolipoproteines plasmatiques. Interet de 
leur dosage dans le depistage de I'ath6roscl6rose coronarienne. Comparaison avec les informations fournies 
par la coronarographie. Nouv. Presse Med., 1982, 111:3491-3494). 

Les dosages du cholesterol et des triglycerides, qui font partie depuis longtemps de la panopiie des 
analyses biologiques, ont revele leur insuffisance lorsqu'on s'est apercu que le risque atherogene n'6tait pas 

25 le meme selon la classe de lipoproteines qui transporte ces lipides (Gordon T„ Kannel W.B., Castelii W.P., 
Dawber T.R. Lipoproteins, cardiovascular disease and death. The Framingham study. Arch. Intern. Med., 1981 , 
141:1128-1131). 

L'utilisation de la classification des lipoproteines en fonction de criteres physicochimiques tels que la 
charge electrique, la densite, la taille ou ('interaction avec des polyanions a permis de reveler qu'il existait dans 
30 le plasma des lipoproteines atherogdnes (LDL) favorisant le depdt de cholesterol dans les tissus et des 
lipoproteines protectees" (HDL) captant le cholesterol tissulaire pour le ramener au foie en vue de son 
excretion (Polonovski J., Beucler I. Structure et metabolisme des lipoproteines plasmatiques. Pathol. Biol., 
1983,31:225-234). 

La decouverte de nombreuses apolipoproteines, fractions proteiques des lipoproteines, a conduit au 

35 deveioppement de methodes immunologiques permettant de les quantifier et de classer les lipoproteines en 
fonction de leur composition proteique (Fruchart JC, Clavey V M Vanhoutte G. M6thodes d'exploration 
biochimique des hyperlipoproteinemies. Pathol. Biol., 1983, 31:235-245). C'est ainsi que les dosages de 
I'apolipoproteine A-l, fraction proteique majeure des HDL, et de Papolipoproteine B, fraction proteique 
majeure des LDL sont entres dans la pratique courante. 

40 Cependant, IMmportance de la fraction proteique des lipoproteines (apolipoproteines) dans le transport des 
lipides, les interactions lipoproteines recepteurs (Brown M.S., Goldstein J.L. Lipoproteins receptors in the 
liver. J. Clin. Invest., 1983, 72:743-747) et la regulation de I'activite des enzymes impliquees dans le 
metabolisme des lipoproteines (Fielding C.J., Shore V.G., Fielding P.E. A protein cofactor of lecithin : 
cholesterol acyltransf erase. Biochem. Biophys. Res. Comm., 1972, 46:1493-1498 ; Jahn C.E., Osborne J.C., 

45 Shaefer E.J., Brewer H.B. Activation of the enzyme activity of hepatic lipase by apolipoprotein A-II. Eur. J. 
Biochem., 1983, 131 :25-29 ; Assman G., Mensel H.J. Apolipoprotein disorders. Ric. Clin. Lab., 1982. 12:63-81 ; 
Catapano A.L. Apo C-il and LPL activity. Ric. Clin. Lab., 1982, 12:35-40 ; Polonovski J., Glangeaud p., 
Freundenthal M.C. La lipoproteine lipase et son action sur les lipoproteines de tres basse densite In : Exposes 
annuels de biochimie medicale, Ed. Masson, 1982, 35:13-37) a conduit de nombreux auteurs (Fruchart J.C., 

50 Puchois P. Methodes d'analyse des lipoproteines. Ann. Biol. Clin., 1986, 44:551-555 ; Ataupovic P. The role of 
apoltpoproteins in lipid transport processes. Ric. Clin. Lab., 1982, 12:3-21 ; Atmeh R.F., Shepherd J., Packard 
C.J. Subpopulations of apolipoproteins A-l in human high density lipoproteins. Their metabolic properties and 
response to drug therapy. Biochim. Biophys. Acta, 1983, 751 :175-188 ; Salmon S., Van Wanbeke A., Theron L., 
Ayrault-Jarrier M.» Polonovski J. Apolipoproteines associees aux lipoproteines B dans les lipoproteines de 

55 basse densite du serum humain. Biochim. Biophys. Acta, 1982, 710:297-305) a utiliser les apolipoproteines 
comme marqueurs specifiques pour la caracterisation des lipoproteines. Selon ce concept, les lipoproteines 
sont en fait un ensemble de particules compos6es de lipides associes a une apolipoproteine (particule simple) 
ou a plusieurs apolipoproteines (particule complexe). Les particules ainsi definies pourraient representer 
Punite de base du metabolisme des lipoproteines et toute dyslipoproteinemie pourrait etre caracteris^e par un 

60 profil distinct de particules lipoproteiques. 

Un certain nombre d'analyses immunologiques sophistiquees ont done 6te developp6es pour quantifier les 
apolipoproteines. 

Ces methodes utilisent Pimmunoenzymologie et ne sont applicables que dans des laboratoires de 



2 



0 282 412 

recherche. 

Elles ont permis de montrer Pheterogeneite fonctionnelle des Iipoproteines de haute et de basse densfte. 

Par exemple, on a pu prouver que les HDL contiennent deux types d particules : celles qui contiennent 
I'apolipoproteine Al et Papolipoprotein All (LpAlrAII) t celles qui c ntiennent I 'apolipoproteine Al mais pas 
I'apoiipoproteine All (LpAl). 5 

Des travaux effectu6s sur culture cellulaire ont montre que seules tes LpAl sont capables de capter (e 
cholesterol tissulaire et done d'etre protectrices vfs-a-vis de I'atheroscierose. 

Une etude Prospective sur sujets coronarographies a en outre mis en evidence que les sujets a coronaires 
lesees presentment une diminution significative des Iipoproteines LpA-l alors que les : Iipoproteines LpA-l:A-T1 
ne sont pas modifiees (Puchois P., Bertrand M., Lablanche J.M., Fruchart J.C. Decrease of plasma apo A-i in 10 
coronary artery disease is related to lipoprotein particles which contain apo A-I but not apo A-ll Circulation, 
1985, 72:111-199). 

Enfin, I'etude de sujets consommant de Talcool regulierement, en les separant en cinq groupes selon leur 
consommation alcoolique hebdomadaire, a montr6 que les Iipoproteines LpA-l diminuent proportionnellement 
a la consommation alcoolique, alors que les Iipoproteines LpA-ll:A-l augmentent. L'augmentation du is 
cholesterol HDL constat6e classiquement lors de la consommation d'alcool correspondralt done a un 
augmentation de la fraction LpA-ll:A-l non protectrice (Puchois P., Ghahim N., DemarquHly C, Zylberberg G., 
Fruchart J.C. Effect of alcohol consumption on lipoprotein particles which contain apo A-I and apo A-ll 
(LpA-l:A-ll) and apo A-I but not apo A-ll (LpA-l). Circulation, 1986, 74:11-383). 

Des travaux comparables ont ete r6alises sur les Iipoproteines de basse densite et montre Tatherogenicrte 20 
des particules contenant uniquement I'apoiipoproteine B (LpB) et de ceUes contenant les apolipoproteines B 
et C-Ill (LpB:C-lll) ou B et E (LpB:E) (Fruchart J.C, Luyeye I., Parra H. t Slimane M., Revet C Les Iipoproteines 
atherogenes et leur detection immunologique. Bull. Acad. Natle Med., 1985, 169 : 719-728). 

La mise au point de nouvelles methodes d'anaiyse moleculaire des particules permet done d'envisager un 
diagnostic plus precoce et plus precis du risque d'atheroscieYose que I'heterogeneite des Iipoproteines 25 
definies par les criteres physicochimiques ne permettrait pas. Parallelement, ces nouvelles techniques 
permettent de preciser les mecanismes d'action des medicaments normblipoproteinemiants au niveau 
moleculaire (Douste-Blazy P., Revet C, Fruchart J.C, Slimane M., Drouin P., Puchois P., Bernadet P. Effect of 
fenofibrate on lipoprotein particles predictive of coronary. Arteriosclerosis, 1986, 6/5:564). 

Les methodes proposees jusqu'alors pour I'analyse moleculaire des particufes lipoprotelques sont les 30 
suivantes. 

On a ainsi propose la methode d'immunoprecipitation sequentielle (Alaupovic P. - Mapping of the 
lipoprotein particles of very low and low densities characterized by apolipoproteins B ,C-I, C-ll, C-lll and E as 
their protein moieties. In : Journees du Gerli, Le Touquet, 19-21 juin 1984). Cette methode permet de quantrfi r 
directement les particules lipoprotelques, mais est longue et trop complexe pour Stre appropriee en biologie 35 
clinique. .. . 

On a egalement developpe une methode immunoenzymatique a double d6termination d'anticorps, qui 
permet I'analyse quantitative des particules au niveau moleculaire (Fruchart J.C, Puchois P. Methodes 
d'analyse des Iipoproteines. Ann. Biol. Clin.. 1986, 44:551-555 ; Puchois P., Bertrand M., Lablanche J.M., 
Fruchart J.C. Decrease of plasma Apo A-I in coronary artery disease is related to lipoprotein particles which . 40 
contain Apo A-I but not Apo A-ll In : 58th Scientific Session of the American Heart Association, Washington, 
11-14 novembre 1985. Arteriosclerosis, 1985, 5-5, 513). 

Cette technique repose sur le fait que les anticorps specif iques d'une apolipoproteine donnee, fixes sur une 
plaque a microtitration retiennent les particules lipoproteiques qui contiennent cette apolipoproteine. 

L'analyse quantitative des autres apolipoprot6ines presentes sur les particules retenues est alors 45 
directement realisee sur la plaque par addition de leurs anticorps correspondants, marques par une enzyme. 

Cette methode est rapide et fiable, mais necessite I'utilisation d'un materiel dont ne disposent pas tous les 
lab orato ires. 

On sait egalement que dans un gel sous forme de plaque, contenant uniform6ment un anticorps speeffique 
d*un antigene determine, lorsqu'on fait diffuser Tantigene correspondant (immunodiffusion radiale selon 50 
Mancini) ou migrer dans un champ 6lectrique Tantigene correspondant (elertroJmmunodfffusion selon Laurell) 
il y a formation d'un pr6cipite visible respectivement sous forme d'un anneau ou d'un pic. 

Les surfaces couvertes par les precipites sont proportionnelles a la quantite d , antigene mise en jeu et en 
comparant les r6su!tats obtenus avec des concentrations connues du m§me antigene, il est possible d'en 
deduire la quantite d'antigene a doser. 55 

Ces techniques sont egalement applicables pour doser deux ou plusieurs antigenes independents, 
e'est-a-dire non lies entre eux, en incorporant a ces gels deux ou plusieurs anticorps specifiques vis-a-vis de 
chacun des antigenes (Fruchart JC, Nora I, Cachera C, Clavey V, Duthilleul P, and Moschetto Y. Simultaneous 
measurement of plasma apolipoproteins A1 and B by electrimmunaoassay. Clin Chem 28/1 (1982) 59-62 et CB 
Laurell. A Screening test for a 1 antitrypsin deficiency. Scand. J. Clin. Lab. invest. 29 (1972) 247). 60 

II est ensuite nfecessaire a posteriori d'§tre en mesure de distinguer les immunoprecipites relatifs a chacun 
des antigenes. Ce reperage peut etre effectue par exemple en utilisant une propriety speciflque d'un antigene 
ou par marquage d'un anticorps determine ; ou bien encore d'aprds les intensit6s relatives des lignes de 
precipitation. 

On sait egalement que si les antigenes ne sont pas independents, (e'est-a-dire s'il existe une liaison entre 65 
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eux) le dosage simultane n'est pas possible. 

Un cas intermediaire entre les antigenes lies et les antigenes independants est constitue notamment par 
celui des apolipoproteines, qui sont telles qu'une apolipoproteine determinee est portee par des particules 
lipoproteiques, differentes entre el! s par I ur charge en autres apolipoproteines. 
5 Deux particules lipoproteiques, qui portent toutes les deux une meme apolipoproteine determinee, sont 
differentes entre eiles lorsque Pune des particules contient au moins en outre une autre apolipoproteine 
differente des eventuelles autres apolipoproteines portees par Pautre particule lipoproteique. 

Ce qui vient d'etre dit ci-dessus peut etre generalise pour definir que "n 8 particules lipoproteiques portant 
toutes une meme apolipoproteine determinee, sont differentes entre elies. 
10 Dans ce cas, les particules lipoproteiques sont independantes, mais les apolipoproteines ne sont pas 
independantes. 

Les techniques de dosage des apolipoproteines sont ceiles evoquees ci-dessus, mais a ce jour, on ne 
connait aucune technique simple et fiable de laboratoire susceptible d'etre utilisee en analyse clinique d 
routine, et ne necessitant ni traitement prealable du milieu biologique contenant des antigenes lies, 
15 notamment des apolipoproteines a doser, ni materiel sophistique: 

L'un des aspects de Pinvention est de proposer un nouveau precede de dosage simultane d'un ou plusieurs 
sous ensembles d'apolipoproteines, contenus dans un milieu biologique, ne necessitant pas de modification 
prealable du milieu biologique, pour eliminer les particules indesirables. 

L'un des aspects de I'invention est de proposer un nouveau precede de dosage direct d'un ou plusieurs 
20 sous ensembles d'apolipoproteines, simple a mettre en oeuvre dans le cadre d'analyse clinique de routine. 

L'un des autres aspects de Pinvention est de proposer un procede rapide et fiable de dosage d'un ou 
plusieurs sous ensembles d'apolipoproteines. 

L'un des aspects de I'invention est de proposer un nouveau procede de dosage d'un ou plusieurs sous 
ensembles d'apolipoproteines ne necessitant pas I'utilisation d'un materiel sophistique. 
25 L'un des autres aspects de Pinvention est de proposer des supports plans tels que plaques ou films prets a 
Pemploi pour ia mise en oeuvre du dosage direct d'un ou plusieurs sous ensembles d'apolipoproteines, 
contenues dans un milieu biologique, sans traitement prealable dudit milieu biologique. 

L'un des autres aspects de Pinvention est de proposer un kit ou necessaire de dosage permettant le dosage 
direct simple, rapide et fiable d'un ou plusieurs sous ensembles d'apolipoproteines. 
30 Ces differents aspects de I'invention reposent sur la constatation tout a fait inattendue que deux groupes de 
particules (a) et (b), distinctes et independantes, (a) portant un antigene I, et (b) portant le meme antigene I et 
un autre antigene II, different de Pantigene I, lesquelles particules (a) et (b) sont contenues dans un milieu 
biologique non prealabiement traite peuvent se comporter, vis-a-vis de la precipitation, lorsqu'eiles sont mises 
en presence d'un melange d'anticorps anti I et d'anticorps anti II, dans des conditions appropriees, de la 
35 meme facon que si de facon separee, les particules (b) etaient mises en presence d'anticorps anti II et les 
particules (a) etaient mises en presence d'anticorps anti I. 

On constate done de facon tout a fait inattendue que, dans des conditions appropriees, les particules (b) 
comportant a la fois Pantigene I et Pantigene II ne sont precipitees que par les anticorps anti II, et que la 
presence d'anticorps anti I n'entrame pas la precipitation de certaines particules (b), et ne perturbe pas la 
40 precipitation des particules (b) par les anticorps anti II, ce qui permet le dosage respectivement de Pantigene I 
porte par les particules (a) et de Pantigene II. 

Plus precisement, cette invention repose sur la constatation tout a fait inattendue qu'a partir d'un milieu 
biologique non prealabiement traite et contenant deux groupes de particules (a) et (b) distinctes et 
independantes, (a) portant un antigene I et (b) portant le meme antigene I et un autre antigene II et en 
45 incorporant dans un gel d'immunodiffusion un melange d'anticorps anti I et d'anticorps anti II, dans des 
proportions telles que les anticorps anti li soient en exces par rapport aux anticorps anti I, on obtient deux 
frontieres de precipitation, telles que celle qui est en deca de Pautre correspond a la precipitation des 
particules (b). 

Le procede selon Pinvention de dosage simultane par immunodiffusion differentielle sur gel en plaque de 
50 sous-ensembles d'apolipoproteines, appartenant respectivement a des groupes de particules lipoproteiques 
contenues dans un milieu biologique, ces groupes de particules lipoproteiques etant tels qu ils contiennent 
une "apolipoproteine commune", et pouvant etre definis de la facon suivante : 

- Pun des groupes ci-apres appele premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques portant 
toutes la susdite "apolipoproteine commune", cette apolipoproteine commune portee par toutes les 

55 particules lipoproteiques du premier groupe constituant le premier sous-ensemble, 

- le ou les eventuels groupes, ci-apres designes par groupes intermediates, etant tels qu'ils sont constitues 
par des particules lipoproteiques dont une partie ou toutes, portent Papolipoproteine commune definie 
ci-dessus, lesquelles particules lipoproteiques portent toutes, en outre, au moins une apolipoproteine 
differente des eventuelles autres apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier 

60 groupe, et dans le cas de plusieurs groupes intermediaires, les particules lipoproteiques constituant 
respectivement chaque groupe intermediaire portant au moins une apolipoproteine differente de ceiles 
portees par les particules lipoproteiques du ou des autres groupes intermediaires, cette ou ces 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques de chacun des groupes intermediaires et 
differentes de Papolipoproteine constituant le premier sous ensemble, differentes des eventuelles autres 

65 apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe et differente des 'ventuelles 
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autres apolipoproteines portees par fes particules lipoproteiques des autres groupes intermediaires 
constituant le ou les sous ensembles Intermediates, 
le dernier groupe etant tel que : 

- soit II est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes "Tapolipoproteine commune" 
definie ci-dessus et contenant, en outre, au moins une apolipoproteine differeritedes eventuelles autres s 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe et differentes des 6ventUelles 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques des eventuels groupes Intermediaires, cette ou ces 
apolipoproteine(s) differente(s) de Tapolipoproteine commune et differertte(s) des eventuelles autres 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe et differentes des eventuettes 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques des eventuels groupes intermediaires, constituant 10 
le dernier sous-ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
"apolipoproteine commune* definie ci-dessus et porte en outre au moins une apolipoproteine differente des 
eventuelles autres apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe et dtfferentes 

des eventuelles apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques des eventuels groupes 15 
intermediaires, et dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la susdit 
apolipoproteine commune definie ci-dessus, mais porte Tune au moins des apolipoproteines portees par la 
partie des particules lipoproteiques susdefinie, et differente des 6ventuelles autres apolipoprot6ines portees 
par le premier groupe de particules lipoproteiques et differentes des eventuelles apolipoproteines portees par 
les particules lipoproteiques des eventuels groupes intermediaires, cette ou ces apolipoproteines differentes 20 
des eventuelles autres apolipoproteines portees par fes particules lipoproteiques du premier groupe et 
differentes des eventuelles apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques des eventuels groupes 
intermediaires constituant le dernier sous ensemble ; 
caracterise en ce que : 

- on met le milieu biologique contenant les sous-ensembles d'apolipoproteines a doser en presence d'un '25 
melange d'anticorps contenant 

. d'une part des anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines constituant le dernier sous-ensemble en 
quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du dernier groupe (portant les apolipopro- 
teines constituant le dernier sous-ensemble) ; 

. d'autre part, eventuellement, des anticorps diriges contre la pu les apolipoproteines constituant le ou les 30 
sous ensembles intermediaires en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du ou des 
eventuels groupes intermediaires (portant les apolipoproteines constituant les sous ensembles interme- 
diaires) ; 

. d'autre part des anticorps diriges contre ('apolipoproteine commune sus-definie, constituant le premier 
sous ensemble, en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du premier groupe (portant 35 
Tapolipoproteine constituant le premier sous-ensemble) ; 

- la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du dernier 
groupe (portant les apolipoproteines constituant le dernier sous ensemble), etant en exces par rapport a la 
quantite des eventuels susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du ou des 
eventuels groupes intermediaires (portant les apolipoproteines constituant le ou les eventuels sous 40 
ensembles intermediaires) ; 

- la ou les quantites d'anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques des eventuels 
groupes intermediaires etant en exces par rapport a ia quantite des susdfts anticorps necessaires a la 
precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe (portant Tapolipoproteine constftuant le premier 
sous ensemble), et dans le cas de plusieurs groupes intermediaires, les quantites d" anticorps necessaires a la 45 
pr6cipitation des groupes intermediaires, etant respectivement en exces les uns par rapport aux autres selon 

un ordre pred6termine ; 

dans un rapport tel que, apres immunodiffusion, on obtienne au moins deux frontieres distinctes, la frontiere 
d'immunodiffusion la plus proche du point de depdt du milieu contenant' les sous-ensembles a doser 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques portant les apolipoproteines constftuant le 50 
dernier sous-ensemble et la frontiere d'immunodiffusion la plus eloignee du susdit point de depdt 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques portant Tapolipoproteine constituant le premier 
sous-ensemble, et la ou les frontieres eventuelles d'immunodiffusion a une distance intermediaire entre la 
frontiere la plus proche et la frontiere la plus eloignee sus mentionnees, correspondant a la precipitation des 
eventuelles particules lipoproteiques portant la ou les apolipoproteines constituant les sous ensembles 55 
intermediaires ; 

- on mesure les distances maximales respectlves entre le point de depdt et chacune des frontieres 
dMmmunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a ceHes obtenues avec un milieu 
biologique 6 talon, contenant des quantites connues d'apolipoprot6ines respectlves des sous-ensembles. 

On rappelle ci-apres qu'une particule lipoproteique precipite sous Teffet d'une reaction antigen e-anti corps 60 
intervenant entre Tune des apolipoproteines portees par la particule lipoprot6ique et Tanticorps dirlge contre 
la susdite apolipoproteine, t que le dosage concerne Tapolipoproteine portee par la susdrte particule 
lipoproteique. 

On a constat6 de facon inattendue que les frontieres d'immunodiffusion, (correspondant respectivement a 
la precipitation du premier groupe de particules lipoprot6iques, du ou des eventuels groupes ihtermediaJres 65 
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de particules lipoproteiques et du dernier groupe de particules lipoproteiques auxquelles appartiennent 
respectivement le premier sous ensemble d'apolipoproteines a doser, i ou les eventuels sous ensembles 
intermediates d'apolipoproteines a doser et le dernier sous ensemble d'apolipoproteines a doser), lorsque le 
milieu biologique est mis sans traitement prealabte en presence d'un melange d'anticorps definis ci-dessus, 
5 sont identiques aux frontieres d immunodiffusion obtenues dans des conditions, ou apr§s avoir separ6 les 
diff6rents groupes de particules lipoproteiques definies ci-dessus, on met 

- d'une part le premier groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps diriges contre 
I'apolipoproteine commune constituant le premier sous ensemble defini ci-dessus, en quantity identique a 
celle utilis6e ci-dessus pour pr^cipiter les particules lipoproteiques du premier groupe non separees du milieu 

10 biologique et portant I'apolipoproteine constituant le premier sous ensemble, 
on met 

- d'autre part le ou les eventuels groupes intermediaires de particules lipoproteiques en contact avec des 
anticorps diriges contre les apolipoproteines constituant le ou les eventuels sous ensembles intermediaires 
definis ci-dessus, en quantite identique a celle utilisee ci-dessus pour precipiter les particules lipoproteiques 

15 du ou des eventuels groupes intermediaires non separees du milieu biologique et portant les eventueiles 
apolipoproteines constituant le ou les eventuels sous ensembles intermediaires, on met 

- d'autre part le dernier groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps diriges contre les 
apolipoproteines constituant le dernier sous ensemble defini ci-dessus en quantite identique a celle utilisee 
ci-dessus pour precipiter les particules lipoproteiques du dernier groupe, non separees du milieu biologique 

20 et portant les apolipoproteines constituant le dernier sous ensemble. 

En ce qui concerne les eventueiles frontieres d'immunodiffusion intermediaires, elles sont positionn6es les 
unes par rapport aux autres dans I'ordre predetermine des exces d'anticorps mentionnes ci-dessus, la 
frontiere d'immunodiffusion intermediaire la plus proche de la frontiere d'immunodiffusion correspondant a la 
precipitation du dernier groupe etant celle qui correspond a la precipitation d'un groupe intermediaire par les 

25 anticorps correspondants, dont la quantite est en exces par rapport a toutes les autres quantites d'anticorps 
n§cessaires a la precipitation des autres groupes intermediates. 

En d'autres termes, un pic correspondant a la precipitation d'un groupe intermediaire de particules 
lipoproteiques se trouve en depa d'un autre pic, correspondant a la precipitation d'un autre groupe 
intermediaire de particules lipoproteiques, lorsque la quanite d'anticorps entraTnent a la precipitation du 

30 premier groupe intermediaire dont question ci-dessus est en exces par rapport a la quantite d'anticorps 
entraTnent la precipitation de I'autre groupe intermediaire. 

Le procede de dosage simultane par immunodiffusion diff6rentielle sur gel en plaque d au moins trois 
sous-ensembles d'apolipoproteines, appartenant respectivement a des groupes de particules lipoproteiques 
contenues dans un milieu biologique, ces trois groupes de particules lipoproteiques etant tels qu'ils 

35 contiennent une "apolipoproteine commune", et pouvant etre definis de la fapon suivante : 

- Tun des groupes ci-apres appeie premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques portant 
toutes la susdite "apolipoproteine commune", et portant d'eventuelles autres apolipoproteines X m , cette 
"apolipoproteine commune" portee par toutes les particules lipoproteiques du premier groupe constituant le 
premier sous-ensemble, 

40 - un autre groupe, ci-apres designe par deuxieme groupe ou groupe intermediaire, etant tel que ■ 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques portant toutes "I'apolipoproteine commune" definie 
ci-dessus, et portant en outre au moins une apolipoproteine Y n differente des eventueiles autres 
apolipoproteines X m portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette ou ces 
applipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous ensemble ou le sous ensemble intermediaire, 

45 - soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont d'une part une partie porte la susdite 
"apolipoproteine commune", constituant le premier sous ensemble, et porte, en outre, au moins une 
apolipoproteine Z Pi differente des eventueiles autres apolipoproteines X m portees par les particules 
lipoproteiques du premier groupe, et dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la 
susdite "apolipoproteine commune", mais porte au moins une des apolipoproteines Z p portees par la partie 

50 des particules lipoproteiques sus-definie et diff6rentes des eventueiles autres apolipoproteines Xm portees 
par le premier groupe de particules lipoproteiques, cette ou ces apolipoproteine(s) Zp constituant le deuxieme 
sous ensemble, ou le sous ensemble intermediaire, 

- le troisieme groupe, ou dernier groupe, etant tel que 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes "I 'apolipoproteine commune" 
55 definie ci-dessus et contenant en outre au moins une apolipoproteine W q , differente d'une part des 

eventueiles autres apolipoproteines X m portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, et d'autre 
part des apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, cette ou ces 
apolipoproteine(s) W q constituant le troisieme sous-ensemble, ou dernier sous ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
60 "apolip proteine commune" et porte en outre au moins une apolipoproteine Ti diff6rente a la fois des 

eventueiles autres apolipoproteines X m portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, et des 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, et dont, d'autre part, le reste 
des particules lipoproteiques ne porte pas la susdite "apolipoproteine commune", mais porte Tune au moins 
des apolipoproteines Ti portees par la partie des particules lipoproteiques susdefinie, cette ou ces 
65 apolipoproteines Ti constituant le troisieme sous-ensemble, ou dernier sous ensemble ; 
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caract6ris6 en ce que : 

- on met le milieu biologique contenant les sous-ensembles a doser en presence d'un melange d'anticorps 
contenant 

. des anticorps dirig6s contre la ou les apolipoproteines constituent le troisieme ou dernier sous ensemble 
en quantity suffisante pour pr6cipiter les particules lipoproteiques du troisieme ou dernier groupe 5 

. des anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines constituant le deuxieme sous-ensemble, ou sous 
ensemble intermediaire, en quantity suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du deuxieme 
groupe. ou groupe intermediaire ; 

. des anticorps dirig6s contre Tapolipoproteine commune" aux sous-ensembles, et constituant le premier 
sous ensemble, en quantite suffisante pour pr6cipiter les particules lipoproteiques du premier groupe ; 10 

- la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du troisieme 
ou dernier groupe etant en exces par rapport a la quantity des susdits anticorps necessaires a la precipitation 
des particules lipoproteiques du deuxieme groupe ou groupe intermediaire, cette derniere quantity des 
susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme groupe ou group 
intermediaire etant elle-meme en exces par rapport a la quantite des susdits anticorps necessaires a la 15 
precipitation des particules lipoproteiques portant Tapolipoproteine commune" constituant le premier sous 
ensemble, dans un rapport tel que, apr£s immunodiffusion, on obtienne trots frontieres distinctes, la frontiere 
d'immunodiffusion la plus proche du point de depdt du milieu contenant les sous-ensembles a doser, 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du troisieme ou dernier groupe, la frontiere d 
immunodiffusion la plus 6loignee du susdit point de d6pot correspondant a la precipitation des particules so 
lipoproteiques du premier groupe, la frontiere d'immunodiffusion intermediaire entre lafront!6re la plus proche 

et la frontiere la plus eioignee sus-mentionnees correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques 
du deuxieme groupe ; 

- on mesure les distances maximales respectives entre le point de d6p6t et chacune des trois frontieres 
d'immunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a celles obtenues avec un milieu etalon, 25 
contenant des quantites connues d'apolipoproteines respectives des trois sous ensembles. 

Selon un mode de realisation pr6fer6 du precede de 1'invention, le groupe sus-d6sfgn6 par deux&me 
groupe ou groupe intermediaire est de preference constitu6 par des particules lipoproteiques portant toutes 
Tapolipoproteine commune" d6finie ci-dessus, et portant en outre au moins une apolfpoprot6ine Y n diff6rente 
des 6ventuelles autres apolipoproteines X m port6es par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette 30 
ou ces apolipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous ensemble ou le sous ensemble intermediaire. 

Le proced6 selon 1'invention de dosage simultan6 par immunodiffusion drff6rentielle sur gel en plaque d'au 
moins deux sous ensembles d'apolipoproteines, appartenant respective ment a au moins deux groupes de 
particules lipoproteiques contenues dans un milieu biologique. ces deux groupes de particules lipoproteiques 
6tant tels qu'ils contiennent une "apolipoproteine commune", 35 

- Tun des groupes ci-apres appeie premier groupe 6tant constitu6 par des particules lipoproteiques portant 
toutes la susdite "apolipoproteine commune", et portant d'6ventuelies autres apolipoproteines Xm, cette 
apolipoprot6ine commune port6e par toutes les particules lipoproteiques du premier groupe constituant le 
premier sous-ensemble, 

- Tautre groupe, ci-apres designe par deuxieme groupe etant tel que : 40 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes Tapolipoproteine commune definie 
ci-dessus et portant en outre au moins une apolipoprot6ine Y n diff6rente des eventuelles autres 
apolipoproteines X m portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette ou ces 
apolipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous-ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 45 
"apolipoproteine commune" constituant le premier sous ensemble et porte, en outre, au moins une 
apolipoprot6ine Z p drfferente des eventuelles autres apolipoproteines Xm portees par les particules 
lipoproteiques du premier groupe et dont, d 'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la 
susdite "apolipoproteine commune" constituant le premier sous ensemble mals porte Tune au moins des 
apolipoproteines Z p portees par la partie des particules lipoproteiques susd6finie et dfff6rente des eventuelles 50 
autres apolipoproteines X m portees par le premier groupe de particules lipoproteiques, cette ou ces 
apolipoproteines Z p constituant le deuxi6me sous-ensemble ; 

caracterise en ce que : 

- on met le milieu biologique contenant les deux sous-ensembles d 'apolipoproteine a doser. en presence 

d'un melange d'anticorps contenant 65 
. d'une part des anticorps dirig6s contre la ou les apolipoproteines constituant le deuxi6me sous-ensemble 

(Yn ou Z p ) en quantite suffisante pour precipiter ies particules lipoproteiques du deuxieme groupe ; 
. d'autre part des anticorps dirig6s contre la susdite "apolipoproteine commune"; constituant le premier 

sous-ensemble, en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiquee du premier groupe ; 

- la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme 60 
groupe etant en exces par rapport a la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des 
particules lipoproteiques du premier groupe, dans un rapport tel que, apr6s immunodiffusion, on obtienne 
deux frontieres distinctes, la frontiere d'immunodiffusion la plus proche du point de d6p6t du milieu contenant 

les deux sous-ensembles a doser correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme 
groupe et la frontiere d'immunodiffusion la plus 6loignee du susdit point de d6p6t correspondant a la 85 
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precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, ces deux frontieres etant respectivement 
identiques a celles obtenues dans !es conditions oO. apres avoir separe Ies deux groupes de particules 
lipoproteiques contenant respectivement le premier et le deuxieme sous-ensembles d'apolipoproteines, on 
met, d'une part, le premier groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps diriges centre 

5 rapolipoproteine commune constituant le premier sous ensemble defini ci-dessus, en quantite identique a 
celle utilisee ci-dessus pour precipiter Ies particules lipoproteiques du premier groupe. non separees du 
milieu biologique et portant rapolipoproteine constituant le premier sous-ensemble, et on met, d'autre part, le 
deuxieme groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps diriges contre Ies 
apolipoproteines constituant le deuxieme sous ensemble defini ci : dessus, en quantite identique a celle 

10 utilisee ci-dessus pour precipiter ies particules lipoproteiques du deuxieme groupe, non separees du milieu 
biologique et portant Ies apolipoproteines constituant le deuxieme sous-ensemble ; 

- on mesure Ies distances maximales respectives entre le point de depot et chacune des deux frontieres 
d'immunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a celles obtenues avec un milieu 
biologique etaion, contenant des quantites connues d'apolipoproteines respectives des deux sous-ensem- 

15 bles. 

On a constate de fapon inattendue que Ies frontieres d'immunodiffusion correspondent a la precipitation 
respective de chacun des groupes de lipoproteines auxquelles appartiennent. comme indique ci-dessus, 
respectivement chacun des sous ensembles d'apolipoproteine a doser. 

On donne ci-apres, a titre d'exemple, la constitution de trois sous ensembles d' apolipoproteines a doser, 
20 appartenant a trois groupes de particules lipoproteiques. 

Le premier sous ensemble est constitue par une apolipoproteine, portee par toutes Ies particules 
lipoproteiques du premier groupe et qui est egalement portee par une partie au moins des particules 
lipoproteiques du deuxieme et du troisieme groupe, ou qui est portee par toutes Ies particules lipoproteiques 
du deuxieme groupe et par une partie au moins des particules lipoproteiques du troisieme groupe. 
25 Le deuxieme sous ensemble est constitue par une apolipoproteine differente de rapolipoproteine qui 
constitue le premier sous ensemble, mais portee par une partie au moins des particules lipoproteiques du 
troisieme groupe. 

Le troisieme sous ensemble est constitue par des apolipoproteines differentes des apolipoproteines 
constituant respectivement le premier et le deuxieme sous ensemble et differente des eventuelles autres 

30 apolipoproteines portees sur Ies particules lipoproteiques du premier et du deuxieme groupe. 

Le procede selon rinvention de dosage simultane par immunodiffusion differentielle sur gel en plaque de 
deux sous ensembles d'apolipoproteine, appartenant respectivement a deux groupes de particules 
lipoproteiques contenues dans un milieu biologique, ces deux groupes de particules lipoproteiques etant tels 
qu'iis contiennent une "apolipoproteine commune", 

35 - Tun des groupes ci-apres appele premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques portant 
toutes la susdite "apolipoproteine commune", et portant d'eventuelles autres apolipoproteines Xm, cette 
apolipoproteine commune portee par toutes Ies particules lipoproteiques du premier groupe constituant le 
premier sous ensemble, et I'autre groupe, 
ci-apres designe par deuxieme groupe etant tei que : 

40 - soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes Tapolipoproteine commune 
definie ci-dessus et portant en outre au moins une apolipoproteine Y n differente des eventuelles autres 
apolipoproteines Xm portees par Ies particules lipoproteiques du premier groupe, cette ou ces 
apolipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous-ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
45 "apolipoproteine commune" du premier groupe et porte en outre au moins une apolipoproteine 2 P differente 

des eventuelles autres apolipoproteines Xm portees par Ies particules lipoproteiques du premier groupe et 
dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la susdite "apolipoproteine commune" 
constituant le premier sous ensemble, mais porte l'une au moins des apolipoproteines Z P portees par la partie 
des particules lipoproteiques susdefinie et differente des eventuelles autres apolipoproteines X m portees par 
50 le premier groupe de particules lipoproteiques, cette ou ces apolipoproteines Z p constituant le deuxieme 
sous-ensemble ; 
caracterise en ce que : 

- on met le milieu biologique contenant Ies deux sous-ensembles d'apolipoproteine a doser en presence 
d'un melange d'anticorps contenant 

55 . d'une part des anticorps diriges contre la ou Ies apolipoproteines du deuxieme sous ensemble (Y n ou Z p ) 
en quantite suffisante pour precipiter Ies particules lipoproteiques du deuxieme groupe ; 

. d'autre part des anticorps diriges contre "rapolipoproteine commune" aux deux sous-ensembles en 
quantite suffisante pour precipiter Ies particules lipoproteiques du premier groupe ; 

- la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme 
60 groupe etant en exces par rapport a la quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des 

particules lipoproteiques du premier groupe, dans un rapport tei que, apres immunodiffusion, on obtienne 
deux frontieres distinctes, la frontiere d'immunodiffusion la plus proche du point de depot du milieu contenant 
Ies deux sous-ensembles a doser correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxiem 
groupe et la frontiere dlmmunodiffusion la plus eloignee du susdit point de dep~t correspondant a la 
65 precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, ces deux frontieres etant respectivement 



8 



0 282 412 



identiques & celles obtenues dans les conditions ou, apr6s avoir s6par6 les deux groupes de particules 
lipoproteiques contenant respectivement le premier et le deuxieme sous-ensembles d'apolfpoproteines, on 
met, d'une part, le premier groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps dirig6s centre 
I'apolipoproteine commune du premier groupe en quantity identique £ celle utilis6e cl-dessus pour pr6cipiter 
les particules lipoproteiques et non s6par6es du milieu biologique, portant I'apolipoproteine du premier 5 
sous-ensemble, et on met, d 'autre part, le deuxieme groupe de particules lipoproteiques en contact avec des 
anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble, diff6rente(s) de 
i'apolipoproteine du premier sous-ensemble, et differente des eventuelles autres apolipoproteines port6es 
par les particules lipoproteiques du premier groupe en quantite identique k celle utilteee ci-dessus pour 
precipiter les particules lipoproteiques et non s6par6es du milieu biologique, portant les apolipoproteines du 10 
deuxieme sous-ensemble ; 

- on mesure les distances maximales respectives entre le point de d6pdt et chacune des deux front teres 
d'immunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a celles obtenues avec un milieu 
biologique 6talon, contenant des quant it^s connues d'apolipoprot6ines respectives des deux sous-ensem- 
bles. 15 

Le sous ensemble d'apolipoprot&ne qui a ete d6sign6 ci-dessus, et qui sera d6sign6 dans la suite par 
premier sous ensemble, est constitue d'une seule apolipoproteine, qui est en fart I'apolipoproteine commune 
a toutes les particules lipoproteiques du groupe de particules d6sign6, dans ce qui precede et ce qui suit, par 
premier groupe de particules lipoproteiques. Ceci n'exclut pas que les particules lipoproteiques du premier 
groupe contiennent 6galement d'autres apolipoproteines. 20 

Le sous ensemble d'apolipoprot&ines qui a 6te d6sign6, dans ce qui pr6c6de et ce qui suit, par deuxieme 
sous ensemble, est constitue d'une ou plusieurs apolipoproteines, differentes d'une part de Papolipoproteirie 
commune definie ci-dessus et d iff 6 rentes d 'autre part des eventuelles autres apolipoproteines portees par les 
particules lipoproteiques du premier groupe. 

Cependant, la ou les apolipoproteines du deuxi6me sous ensemble sont port6es par des particules 25 
lipoproteiques, dont une partie au moins porte la susdite apolipoproteine commune. 

Cependant, la susdite apolipoproteine commune, qui est port6e dans une partie au moins des particules 
lipoproteiques du deuxieme groupe, ne fait pas partie du deuxi6me sous ensemble d'apolipoproteine. 

Le deuxieme groupe de particules lipoproteiques peut done avantageusement §tre constitue 

- soit par des particules lipoproteiques contenant toutes I'apolipoproteine commune, et au moins une 30 
apolipoproteine differente de I'apolipoproteine commune et dfff6rente des eventuelles autres apolipopro- 
teines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, 

- soit par des particules dont une partie contient la susdite apolipoproteine commune et, en outre, au moins 
une apolipoproteine d iff 6 rente de cette apolipoproteine commune, et d iff 6 rente des eventuelles autres 
apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du premier groupe et dont les reste des particules 35 
lipoproteiques ne contient pas la susdite apolipoproteine commune, mais contient au moins une 
apolipoproteine identique a celle d6finie dans la susdite partie comme 6tant differente de I'apolipoproteine 
commune et differente des eventuelles autres apolipoproteines port6es par les particules lipoproteiques du 
premier groupe. 

Selon un mode de realisation pref6re du proc6d6 selon I'invention, fe premier sous ensemble est constitue 40 
d'une seule apolipoproteine portee par des particules lipoproteiques libres et identiques entre elles, 
constituant le premier groupe. 

On definit par particufe lipoproteique libre, une particuie ne contenant qu'une seule apolipoproteine. 

Selon un autre mode de realisation du proc6de de I'invention, le premier groupe est constitue d'une part par 
des particules lipoproteiques libres et identiques entre elles, portant I'apolipoproteine commune constituant le 45 
premier sous ensemble, et d'autre part par des particules lipoproteiques complexes portant, outre la susdite 
apolipoproteine commune, au moins une apolipoproteine diff6rente de la susdite apolipoproteine commune et 
differente des apolipoproteines constituant le deuxieme sous ensemble. 

Par particules lipoproteiques complexes, on d6signe une particuie portant au molhs deux apolipoproteines. 

Selon un mode de realisation pretere du proc6d6 de I'invention, le deuxieme sous-ensemble est constitue 50 
par une apolipoproteine differente de I'apolipoproteine commune constituant le premier sous ensemble et 
differente des eventuelles autres apolipoproteines port6es par les particules Hpoprbt6fques du premier 
groupe, laquelle apolipoproteine constituant le deuxieme sous ensemble est portee par des particules 
lipoproteiques complexes, portant en outre toutes fa susdite apolipoproteine constituant le premier sous 
ensemble. 55 

Selon un autre mode de realisation pretere du procede de I'invention, le deuxieme sous-ensemble est 
constitue par au moins une apolipoproteine differente de I'apolipoproteine constituant le premier sous 
ensemble et differente des eventuelles autres apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du 
premier groupe, laquelle apolipoproteine du deuxi6me sous ensemble est portee d'une part par des partldules 
lipoproteiques complexes, portant en outre I'apolipoproteine constituant le premier sous ensemble, et est 60 
portee d'autre part par des particules lipoproteiques simples ou complexes, ne portant pas I'apolipoproteine 
constituant le premier sous ensemble. 

En c qui concerne le milieu biofogiqu , il s'agit notamment du sang. 

Comme anticorps, on peut utiliser des anticorps monoclonaux, des anticorps polyclonaux ou bien encore 
des anticorps oligoclonaux, e'est-a-dire des anticorps obtenus par immunisation avec des peptides de 65 
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synthase copiant la structure des apolipoproteines. 

En ce qui conceme rimrnunodiffusion, on peut avoir recours a la m§thode d'electroimmunodiffusion de 
Laurell, comme par exemple decrite dans Clin. Chem. 1974, 20(6), 676-681. 

Les frontieres d'immunodiffusion obtenues sont alors des contours de pics. Etant donne que les surfaces 
5 couvertes par les particules lipoproteiques precipitees sont proportionnelles aux quantites d'apolipoproteines 
a doser, et que les pics ont sensiblement tous la meme base, les quantite d'apolipoproteines a determiner par 
rapport a des pics obtenus a partir d'un milieu biologique etalon, sont d6duites d'apres la hauteur des pics. 

Cette methode est particulieYement avantageuse car elie est rapide. 

En ce quiconcerne rimrnunodiffusion, on peut avoir recours a la methode d'immunodiffusion radiale selon 
10 Mancini, telle que par exemple decrite dans Mancini G. Carbonara AO, et Heremans JF. immunochemical 
quantitation of antigens by single radial immunodiffusion. Immunochemistry 1965, 2, 235. 

Les frontidres d'immunodiffusion sont des cercles, correspondant a des contours d'anneaux. 
Etant donn6 que les surfaces couvertes par les particules lipoproteiques precipitees sont proportionnelles 
aux quantites d'apolipoproteines a doser, les quantites d'apolipoproteines a determiner par rapport a des 
15 anneaux obtenus a partir d'un milieu biologique etalon, sont deduites d'apres le carr6 du diametre des cercles 
correspondants. 

Selon un mode de realisation prefere du procede de ('invention, la quantite minimale a utiliser d'anticorps 
diriges centre la ou les apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble est determinee des I'apparition de deux 
frontieres distinctes d'immunodiffusion. 

20 Dans le cadre de invention , la quantite d'anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines du deuxieme 
sous ensemble necessaire a faire precipiter les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, est ajoutee en 
exces par rapport a la quantite d'anticorps diriges contre Fapolipoproteine du premier sous ensemble, 
necessaire a faire precipiter les particules lipoproteiques du premier groupe. ce qui donne une hauteur de pic 
inferieure a la hauteur du pic resultant de ta precipitation du premier groupe. 

25 La quantite d'anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines du deuxieme sous ensemble a ajouter pour 
faire precipiter les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, n'est pas limitee en valeur maximale. 

Cependant, au fur et a mesure que Ton augmente la quantite d'anticorps diriges contre la ou les 
apolipoproteines du deuxieme sous ensemble, la hauteur du pic correspondant a la precipitation des 
particules lipoproteiques du deuxieme groupe diminue, et il existe une quantite d'anticorps diriges contre les 

30 apolipoproteines du deuxieme sous ensemble, a partir de laquelle les particules lipoproteiques du deuxi§me 
groupe sont precipitees sur le point de d6pot du milieu biologique. 

Au deld de cette quantity il n'y a plus diffusion des particules lipoproteiques du deuxieme groupe. Dans ce 
cas, seule I'apolipoproteine du premier sous ensemble est dosee. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de ('invention, la quantite d'anticorps diriges contre la, 

35 ou les apolipoproteines du deuxieme sous ensemble, est situee dans une gamme dont la valeur minimale est 
determinee des I'apparition de deux frontieres distinctes d'immunodiffusion et dont la valeur maximale est 
determinee des que les particules lipoproteiques portant les apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble ne 
diffusent plus et sont precipitees sur le point de depot du milieu biologique, la frontiere d'immunodiffusion 
correspondant a la precipitation des particules lipoprot£iques du premier groupe n'etant pas modified lorsque 

40 la quantite d'anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble est superieure a 
la valeur minimum a partir de laquelle on observe I'apparition de deux frontieres distinctes d'immunodiffusion. 

Selon un autre mode de realisation prefere du procede de I'invention, la quantity d'anticorps diriges contre 
la ou les apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble est telle que la distance maximale entre le point de 
depot et la frontiere d'immunodiffusion correspondant la precipitation des particules lipoproteiques contenant 

45 les apolipoproteines du deuxidme sous ensemble est d'environ 1/2 a environ 1/8, avantageusement d'environ 
1/3 a environ 1/4, de fa distance maximale entre le point de depot et la frontiere d'immunodiffusion 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques contenant rapoIipoproteJne du premier 
sous-ensemble. 

Selon un autre mode de realisation prefere du proced6 de Tinvention, Petaionnage est effectue k partir d'un 
50 milieu dans lequel !e premier sous-ensemble contient une quantite connue (A) d'apoiipoproteine, laquelle est 
egalement portee par une partie au mpins des particules lipoproteiques du deuxieme groupe, le deuxieme 
sous-ensemble contient une ou des quantites connues (B)i d'apoiipoproteine(s) differente(s) de 
Tapolipoproteine du premier sous ensemble et differente des eventuelles autres apolipoproteines portees par 
les particules lipoproteiques du premier groupe : 
55 - en mettant sur la plaque des anticorps diriges respectivement contre chacune des apolipoproteines du 
deuxieme sous-ensemble en quantite necessaire pour precipiter les particules lipoproteiques du deuxieme 
groupe, chacune de ces quantites etant respectivement en exces par rapport aux anticorps necessaires k 
precipiter les particules lipoproteiques du premier groupe, I'exces en anticorps diriges contre chacune des 
apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble par rapport aux anticorps diriges contre I'apolipoproteine du 
60 premier sous-ensemble pouvant §tre exprime par la relation suivante : 
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V ^2i T 2i x superieur a V 1 T <1 



dans laquelle Vi, Ti repr6sentent respectivement !e volume et le titre des antlcorps dirig6s contre 
rapolipoprot6ine du premier sous-ensemble et Va, T 2 irepr6sentent respectivement les volumes et tes titres 
des anticorps diriges respectivement contre chacune des apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble. 

Lorsqu'on utilise la technique d'6lectroimmunodiffusion, etant donn6 que Terreur relative de mesure de la 
hauteur d'un pic est d'autant plus faible que la hauteur du pic est plus eiev6e, II convient de profrter au mieux 
des dimensions utiles de la plaque pour les pics. 
Pour ce faire, on determine : 

1°) la quantity d'anticorps Vi, (destines a precipiter les particules Hpoproteiques portant 
I'apolipoproteine du premier sous-ensemble, laquelle apolipoproteine est 6galement port6e par une 
partie au moins des particules Hpoproteiques du deuxieme groupe), pour que la hauteur du pic obfenue 
soit Hi , cette determination ayant lieu en mettant sur la plaque une quantity d'anticorps Vi correspondant 
a la precipitation des particules Hpoproteiques du premier groupe, ce qui donne une hauteur hi, la 
quantite Vi etant alors calculee selon la formule suivante : 



V 1 - X 



h 1 V 1 



H 



x% repr6sentant le pourcentage de I'apolipoproteine constituant le premier sous-ensemble, par rapport 
a la quantite totale de cette apolipoproteine contenue dans le milieu, 
et on determine 

2°) la quantite d'anticorps V2 (destines a precipiter les particules Hpoproteiques portant la au les 
apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble, lesquelles sont dfff6rentes de I'apolipoproteine 
constituant le premier sous ensemble et diff6rente des eventuelies autres apolipoproteines portees par 
les particules Hpoproteiques du premier groupe), pour que la hauteur du pic obtenue soit H2, cette 
determination ayant lieu en mettant sur la plaque une quantite d'anticorp9 V2 correspondant a la 
precipitation des particules Hpoproteiques du deuxieme groupe, ce qui donne une hauteur h2, la quantity 
V2 £tant alors calculee selon la formule suivante : 



V 2 = 



H, 



Lorsqu'on utilise la technique d'immunodiffusion radiate on a interdt a ce que le diametre de I'anneau soit le 
plus grand possible etant donne que Terreur relative sur sa mesure est d'autant plus faible que celui-ci est plUs 
grand. 

Pour profiter au mieux des dimensions de la plaque, on procede comme suit. 
On determine : 

1°) la quantite d'anticorps vi (destines a pr6cipter les particules Kpoprot6lques portant I'apolipopro- 
teine du premier sous-ensemble, laquelle apolipoproteine est 6gaJemeht port6e par une partie au moins 
des apolipoproteines du deuxieme groupe), pour que le diametre de Panneau obtenu soit Di, cette 
determination ayant lieu en mettant sur la plaque une quantite d'anticorps vi correspondant a la 
precipitation des particules Hpoproteiques du premier groupe, ce qui donne un diametre di, la quantite Vi 
etant alors calculee selon la formule suivante : 
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V 1 = X%V 1 



x% representant le pourcentage de rapolipoproteine constituant le premier sous-ensemble, par rapport 
a la quantity totale de cette apolipoproteine contenue dans le milieu, 
et on determine 

2°) la quantity d'anticorps V2 (destines a precipiter les particules lipoproteiques portant la ou les 
apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble, lesquelles sont diff6rentes de Tapolipoprotein 
constituant le premier sous ensemble et differentes des eventuelles autres apolipoproteines portees par 
les particules lipoproteiques du premier groupe), pour que le diametre de I'anneau obtenu soit D2, cette 
determination ayant lieu en mettant sur la plaque une quantite d'anticorps vz correspondant a la 
precipitation des apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble, ce qui donne un rayon d2, la quantite V2 
etant alors calculee selon la formule suivante : 



* V 2 = V 2 



30 Selon un mode de realisation pref6re du proced§ de Pinvention. le premier sous-ensemble est constitue par 
I'apolipoproteine A I, portee par les particules lipoproteiques LP Al et LP ALE, constituant le premier groupe et 
le deuxieme sous-ensemble est constitue par I'apolipoproteine A II, portee par les particules lipoproteiques LP 
ALA II et LPE:A II, constituant le deuxieme groupe, caracterise en ce que Ton met le milieu contenant les deux 
sous ensembles k doser en presence d'un melange d'anticorps respectivement diriges contre I'apolipopro- 

35 teine A II (anticorps anti A II), et contre I'apolipoproteine A I (anticorps anti A I), dans des conditions telles que 
les anticorps diriges contre I'apolipoproteine A II soient en exces par rapport aux anticorps diriges contre 
I'apolipoproteine A I, cet exces correspondant notamment au fait que le produit de la valeur du volume 
d'anticorps anti A II mis sur la plaque par la valeur du titre des anticorps anti A II, est superieur au produit de ia 
valeur du volume d'anticorps anti A I mis sur la plaque par la valeur du titre des anticorps anti A I, parce que 

40 pour un sujet normal, la quantite d'apoiipoproteine Al portee par les particules LPAI et LPALE est 
sensiblement la meme que ia quantite d'apolipoproteines A2 totale). 

Selon un autre mode de realisation prefere du precede de I'invention, le premier sous-ensemble est 
constitue par I'apolipoproteine B, portee par les particules lipoproteiques LPB, constituant le premier groupe 
et le deuxieme sous-ensemble est constitue par les deux apolipoproteines E et C III, portees par les particules 

45 lipoproteiques LPB:E, LPBiCIH, LPE:CI:CII:CIII:B, LPALE et LPE:A II constituant le deuxieme groupe, 
caracterise en ce que Ton met le milieu contenant les deux sous-ensembles a doser en presence d'un 
melange d'anticorps respectivement diriges contre I'apolipoproteine E (anticorps anti E), I'apolipoproteine C 
III (anticorps anti CHI) et rapolipoproteine B (anticorps anti B), dans des conditions teiles que, d'une part, les 
anticorps dirig6s contre I'apolipoproteine E soient en exces par rapport aux anticorps diriges contre 

50 I'apolipoproteine B, et, d'autre part, les anticorps diriges contre I'apolipoproteine C III soient en exces par 
rapport aux anticorps diriges contre I'apolipoproteine B, I'exces des anticorps anti C III par rapport aux 
anticorps anti B pouvant etre exprime par le fait que le produit de la valeur du volume des anticorps anti C HI 
par la valeur du titre des anticorps anti C III soit superieur au sixidme du produit de la valeur du volume des 
anticorps anti B par la valeur du titre des anticorps anti B, et I'exces des anticorps anti E par rapport aux 

55 anticorps anti B pouvant etre exprimes par le fait que le produit de la valeur du volume d'anticorps anti E par la 
valeur du titre des anticorps anti E soit superieur au douzteme du produit de la valeur du volume des anticorps 
anti B par la valeur du titre des anticorps anti B. 

Selon un autre mode de realisation prefer^ du precede de I'invention, on dose trois sous-ensembles 
d'apolipoproteines appartenant respectivement £ trois groupes de particules lipoproteiques, le premier sous 

SO ensemble etant constitue par I'apolipoproteine B, appartenant aux particules lipoproteiques LPB constituant 
le premier groupe, le deuxieme sous-ensemble etant constitue par I'apolipoproteine E, appartenant aux 
particules lipoproteiques LPB:E constituant le deuxieme groupe, et le troisieme sous ensemble etant 
constitue par les apolipoproteines A I, A II et C HI appartenant aux particules lipoproteiques LPE:CI:CII: CIILB, 
LPBrCIH, LPE: AH, LPALE, LPA I et LP ALAII, constituant le troisieme groupe, caracterise en ce qu on met le 

55 milieu contenant les trois sous-ensembles & doser respectivement en presence d'un melange d'anticorps 
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diriges contre I'apolipoproteine C III (anticorps anti C III), contre I'apolipoproteine A II (anticorps antl A II), 
contre I'apolipoproteine A I (anticorps anti A I), contre I'apolipoproteine E (anticorps antl E) et contre 
I'apolipoproteine B (anticorps anti B), 

les anticorps anti C III, anti A II et anti A I etant respectivement en exces par rapport aux anticorps anti E et anti 
B, et les anticorps anti E etant en exces par rapport aux anticorps anti B. 

Selon un autre mode de realisation prefere du procede de ('Invention, on dose trois sous-ensembles 
d'apolipoproteines appartenant respectivement a trois groupes de particules lipoproteiques, !e premier 
sous-ensemble etant constitue par i'apolipoproteine A I, ap partenant aux partlciiles lipoproteiques LPAJ 
constituant le premier groupe, le deuxieme sous-ensemble etant constrtue par I'apolipoproteine A If, 
appartenant aux particules lipoproteiques LPAI:AII constituant le deuxieme groupe, et le troisieme sous 
ensemble 6tant constitue par I'apolipoproteine E, appartenant aux particules lipoproteiques LPE:CI:GII: Clii:B p 
LPB:E f LPE:AII et LPAI:E, constituant le troisteme groupe, caracterise en ce qu'on met le milieu contenaht les 
trois sous-ensembles a doser respectivement en presence d r un melange d'anticorps diriges contre 
I'apolipoproteine E (anticorps anti E), contre I'apolipoproteine A II (anticorps anti A II) et contre 
rapolipoprot6ine A I (anticorps anti A I), les anticorps anti E etant respectivement en exc6s par rapport aux 
anticorps anti A II et anti A I, et les anticorps anti A II etant en exces par rapport aux anticorps anti E. 

La presente invention a encore pour objet ('application de ce nouveau proced6 de dosage au depistage in 
vitro de maladies, notamment correlees a des teneurs en apolipoproteines situees a I'exterieur du domaine 
dellmite par les valeurs extremes correspondant g6n6ralement a l'6tat physiologiqiie d'un etre humain ou 
animal sain. 

L'invention concerne plus particulierement des procedes de depistage in vitro dearisques d'atherosclerose 
corr6Ies a des teneurs en apolipoproteine Ai, ou en apolipoproteine Cil ou en apbifpoproteine CHI, situees a 
I'exterieur du domaine delimits par les valeurs extremes des susdites proteines correspondant a P6tat 
physiologique d'un individu sain. 

On rappelle que la constitution des differentes particules lipoproteiques d un serum humain peut §tre 
schematise comme suit 




(cf Fruchart-Ann. Biol. Clin. 1986-44-116-121). 

On rappeile ci-apres la concentration des valeurs physiopathologiques habltuelles des principals 
apolipoproteines dans le serum des sujets adultes. 

Apolipoprot6inesApo A-l 1,10 a 1,60 g/l 

Apo A-II 0,27 a 0,49 g/l 

Apo B100 0,7 a 1,3 g/l 

Apo B48 concentration negligeable 

Apo C-l 50a110mg/l 

Apo C-ll 10 a 67 mg/l 

Apo C-III 40 a 140 mg/l 

Apo E 35 a 73 mg/l 
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Apo(a) 0,01 k 2 500 mg/l 

L'invention concerne avantageusement un proc6de de d6pistage in vitro des risques d'ath6roscl6rose 
correies k des teneurs en apolipoproteines Al portes par !es particules lipoproteiques LPAI et LPAI:E situ6es 
5 k Textferieur du domaine deiimite par les valeurs extremes des susdites apolipoproteines correspondant k 
l*6tat physiologique d'un individu sain, en mettant en oeuvre ie proc6d6 de dosage selon invention. 

II a en effet et6 demontre que le dosage des particules LPAI:E et LPAI 6tait plus signif icatif que le dosage de 
rapolipoproteine Al totale. 

En effet, ces particules peuvent p6n6trer dans les cellules et fixer le cholesterol pour I'amener au foie ou il 
10 sera metabolise. 

Par centre, les particules LpAlrAII ne p6n6trent pas dans les cellules et seraient meme inhibitrices de la 
penetration des LPAI et LPAI:E. 

L'invention concerne avantageusement un procede de depistage in vitro des risques d'atheroscterose 
correies k des teneurs en apolipoproteines B, portes par les particules lipoproteiques LPB, situees a 
15 I'exterieur du domaine deiimite par les valeurs extremes des susdites apolipoproteines correspondant a retat 
physiologique d'un individu sain, en mettant en oeuvre le procede de dosage selon I'invention. 

II a egalement ete demontre que le dosage de la particule LPB est plus representatif des risques 
d'atherosclerose que le dosage de rapolipoproteine B totate. 

L'invention concerne egalement des supports plans, notamment films ou plaques pour le dosage, prets k 
20 Putilisation, ainsi que pour le depistage in vitro de risques pathologiques correies a des teneurs anormales en 
apolipoproteines contenant un melange d'anticorps correspondant respectivement a Tobtention du domaine 
de precipitation des groupes de particules lipoproteiques portant les sous ensembles de particules a doser. 

L'invention concerne egalement des necessaires ou kits pour le dosage de sous ensemble d'apolipopro- 
teine, ainsi que pour le depistage in vitro des risques pathologiques correies a des teneurs anormales en 
25 apolipoproteine qui comprennent 

- un support plan, tel qu'un film ou une plaque de gel contenant un melange d'anticorps correspondant k la 
precipitation des particules lipoproteiques contenant respectivement les sous ensembles d'apolipoproteine 
k doser, 

- une courbe d'etalonnage ou de preference une solution biologique etalon de preference a piusieurs dilutions 
30 determinees, avantageusement 3 ou 4 dilutions determinees contenant une quantite connue de sous 

ensembles d'apolipoproteine que Ton veut doser par aiileurs dans un milieu biologique. 

En effet, pour faire les dosages de sous ensembles d'apolipoproteines contenues dans un milieu 

biologique, on peut avoir recours a une courbe d'etalonnage prealablement etablie a partir d'echantillons 

etalon contenant des quantit6s determinees des sous ensembles d'apolipoproteine, que Ton veut doser par 
35 aiileurs dans un milieu biologique. 

II est avantageux d'etablir pour chaque film ou plaque de gel, une courbe d'etalonnage et pour ce faire, de 

disposer de solutions etalon contenant des quantites connues des sous-ensembles d'apolipoproteines que 

Ton veut doser par aiileurs dans un milieu biologique en raison des legeres variations qui peuvent intervenir 

lors de ('analyse proprement dite. 
40 On donne ci-apres un exemple de realisation relatif aux dosages des deux sous ensembles des 

apolipoproteines Al et All, le premier sous ensemble etant constitue par rapolipoproteine Al, port6e par les 

particules LPAI:E et LPAI, formant le premier groupe et le deuxieme sous ensemble etant constitue par 

rapolipoproteine All. portee par les particules LPErAII et LPAI: All. 

Les essais sont effectues sur des plaques de gel de dimensions 10,3 x 8,3 cm avec une rang6e de 
45 reservoirs (lieux de depot du milieu biologique) disposee a 1,7 cm de la grande dimension et paralieiement & 

celle-ci, 1 cm de chaque cote etant occup6 par les ponts de papier. II reste 5,5 cm de "hauteur utile" au dessus 

des reservoirs. 

On fixe arbitrairement pour un echantillon normal de milieu biologique, une hauteur de 3,5 cm pour le pic 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques LPAI :E et LPAI et une hauteur de 1 ,5 cm pour le 
50 pic correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques LPE:AII et LPAI: All. 

Ces valeurs arbitrages de hauteur de pic souhaitable, sont donnees a titre d'exemple pour montrer la 
maniere dont on peut determiner les quantites d'anticorps Anti A I et Anti A II, et ne sont en rien limitatives de 
la technique (dans la mesure ou le pic correspondant k la precipitation des particules lipoproteiques LPE:AII et 
LPAI: All reste inferieur au pic correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques LPAI:E et LPAI). 
55 On determine tout d'abord la quantite d'anticorps Anti A II & incorporer au gel pour qu'un echantillon normal 
de milieu biologique donne un pic de hauteur 1,5 cm. 

L'echantillon est depose dans une plaque contenant le volume v2 d'anticorps Anti A IL Apres migration, on 
obtient un pic de hauteur "h". La quantite d'anticorps Anti A II k incorporer sera : 

60 
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V2 = 



h 

v2 

1,5 



La determination de la quantite d'anticorps Anti A I se fait de la m§me manidre en tenant compte en plus du 
fait que, dans I'echantillon biologique susmentionn6, fa proportion d'antig6ne A I portee par les particules 
lipoproteiques LPAI:E et LPAI repr6sente pour un 6chantillon normal environ 25% de la quantity totaie 
d'antigene A I. 

Si, dans une plaque contenant un volume v1 d'anticorps Anti A l f on obtient up pic de hauteur "h", la 
quantite d'anticorps Anti A I & ajouter £ la plaque contenant un volume V2 d'anticorps Anti A II sera : 



h' 

V1 = O, 25 vl 

3,5 

Dans cette plaque contenant un volume V1 d'anticorps Anti A I et un volume V2 d'anticorps Anti II, 
I'echantillon donnera deux pics : 

. un pic dent la fronti£re est la plus proche du point de d6p6t de I'echantillon et dont la hauteur est de 1,5 crn 
(premier pic), 

.un pic dont la fronttere est la plus 6loign6e du point de d6pdt de I'echantillon et dont la hauteur est de 3,5 
cm (deuxieme pic). 

On peut verifier que la hauteur du premier pic est ind6pendante de la quantite d'anticorps Anti A II pr6s^nte 
dans le gel (dans la mesure ou le deuxieme pic reste interieur au premier pic). 

Ainsi, si dans un autre gel on incorpore un volume V1 d'anticorps Anti A I et deux volumes V2 d'anticorps 
Anti A II, on obtient un premier pic de meme hauteur et un deuxteme pic dont la hauteur est 6gaJe e la mottle d 
cede du pic obtenu avec le volume V2. 

On a repr6sent6 de fapon sch6matique sur la figure 1 , une plaque sur laquelle on a effectu6 le dosage des 
deux sous ensembles d*apolipoprot6ines Al et All, comme d6fini ci-dessus. 

La plaque de (a figure 1 contient un melange de 0,8 ml d'anticorps anti An (de titre 50) et 0,15 ml d'anticorps 
anti Ai (de titre 175). 

Les deux premiers pics de gauche et les deux derniers pics de droite correspondent & ceux obtenus avec 
un s6rum etalon, & la dilution (mentionn6 par %) 

On a fait des essais sur 12 echantillons de s6rum dans lesquels on veut doser les sous ensembles 
d'apolipoproteine A-l et A-ll, comme d6finis ci-dessus. Ces 12 echantillons sont testes £ la dilution 1/20°. 

La figure 2 correspond 6 une plaque contenant un melange d'anticorps Anti A-l et Anti A-ll respectivement 
de m§me titre que dans la plaque n° 1, et dans laquelle le volume d'anticorps Anti A-l est le m§me que cerui 
incorpore dans la plaque de la figure 1, mais dans lequel le volume d'anticorps Anti A-II est le double de celui 
incorpore dans la plaque de la figure 1 . 

On constate que les pics correspondent k la precipitation, pour chacun des s6rums testes, des particules 
lipoproteiques du premier groupe sont inchanges tandis que les pics correspondant £ la precipitation des 
particules lipoproteiques du deuxidme groupe ont une hauteur egale d la moitie de la hauteur des pics du 
deuxieme groupe de la premiere plaque. 

Pour verifier la validite du proc6d6 de dosage de ('invention, on peut montrer que le premier pic ne comporte 
pas d'apolipoproteine du deuxieme sous ensemble, tandis que le premier et le. deuxieme pics comport nt 
I'apolipoproteine du premier sous ensemble. 

Pour ce faire, on utilise trois plaques de gel, dans lesquelles on introduit un melange de 0,15 ml d'anticorps 
Anti Al (titre 220) et de 1 ml d'anticorps Anti All (titre 60). 

Les trois premiers pics de gauche correspondent & un s6rum etalon dilu6, de gauche a droite 
respectivement, au 1/20, au 1/10 et 1/5e et les trois derniers pics de droite correspondent 6 un s6rum etalon 
dilu6 de droite & gauche respectivement au 1/20. au 1/10 et au 1/5. 

Les dix autres pics correspondent £ des s6rums e doser, dilu6s au 1/1 Oe. 

Apres migration, une des plaques est Iav6e avec de I'eau physiologique, puis s6ch£e et cotor6e avec un 
colorant des protelnes, tel que le bleu de Coomassie. On obtient deux pics. C'est ce qui est represente sur la 
plaque d la figure 3. 

La figure 4 correspond & t'une des autres plaques parmi les trois plaques definfes ci-dessus, incub6e, apres 
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migration, avec une solution cTanticorps monoclonal anti A-ll, a raison de 300 pJ. marque a la peroxydase. 

La revelation est obtenue a I'aide d'un substrat chromogenique de la p6roxydase et seul le pic 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme groupe est observe. 

La figure 5 correspond a la derniere plaque, incubee, apres migration avec une solution d'anticorps 
5 monoclonal anti A-l, a raison de 400 uJ. La revelation est obtenue a I'aide d'un substrat chromogenique de la 
peroxydase et les deux pics correspondant respectivement a la precipitation des particules lipoproteiques du 
premier et du deuxieme groupe sont observes. 

On a egalement realise 3 plaques, d'immunodiffusion radiale. Chaque plaque contient un melange de 1 ml 
d'anticorps anti A-ll de titre (60), et de 0,12 ml d'anticorps anti A-l de titre (220). 
10 La figure 6 correspond a la coloration d'une plaque a I'aide de bleu de Coomassie, ce qui donne 2 anneaux. 

La figure 7 correspond a ia revelation d'une des 3 plaques, incubee avec 300 uJ d'anticorps anti A-ll 
monoclonal marque a la peroxydase, et rev^iee a I'aide d'un substrat chromogene de la peroxydase. On revele 
ainsi I'anneau correspondant uniquement a la precipitation du deuxieme groupe de particules lipoproteiques. 

La figure 8 correspond a la revelation d'une des 3 plaques incubee avec 400 jil d'anticorps anti A-l 
15 monoclonal marque a la peroxydase et revdlee a I'aide d'un substrat chromogene de la peroxydase. On r6v6le 
ainsi les anneaux correspondant a la precipitation du premier et du deuxieme groupe de particules 
lipoproteiques. 

Exemple 1 : 

20 Dans un erlenmeyer de 50 ml, on introduit 29 ml d'eau demineralisee. On ajoute 250 mg d'agarose de 
marque HGT (commercialise par la Societe MCI) et 60 mg d'agarose de marque HEEO (agarose de haute 
electroendosmose commercialise par MCI). On chauffe a 95-100°C jusqu'a I'obtention d'une solution 
parfaitement limpide. On I'equilibre alors a 52-55° C dans un bain thermostats et on y ajoute 3 ml de tampon 
Tris Glycine Veronal Veronal Na pH 9,2 de force ionique 0,1 (conductivite du tampon), puis 4 mi d'anticorps anti 

25 A-ll (titre 60) et 0,6 ml d'anticorps anti A-l (titre 220). 

La solution homogenSisee est coulee sur un film plastique de marque Gel bond (commercialise par FMC) de 
dimension 10,1 x 8,3 cm a raison de 9 ml/film. Une fois le gel forme, on decoupe a I'ernporte piece sur une 
ligne parallele a la longueur 16 putts de 3 mm de diametre. 

On obtient ainsi un film pret a I'emploi pour le dosage de I'apolipoproteine Al (portee par les particules 

30 lipoproteiques LPAIrE et LPAI) et de I'apolipoproteine A II (portee par les particules lipoproteiques LPAI:AII et 
LPErAII), par technique d'eiectroimmunodiffusion. 

Les echantillons a doser, ainsi que la gamme des standards, sont deposes a la dilution au 1/10 a raison de 3 
u.I/puits. Apres 3 heures de migration sous 150 volts et lavage en eau physiologique, sechage et coloration au 
bleu de Coomassie, on obtient, pour chaque echantillon, 2 pics dont le plus grand et le moins colore 

35 correspond a la I'apolipoproteine A I (portee par les particules lipoproteiques LPAI :E et LPAI) , le plus petit et le 
plus colore correspond a I'apolipoproteine A II (portee par les particules lipoproteiques LPAI:A!I et LPErAII). 

Exemple 2 : 

On opere comme a I'exemple 1, a la difference que I'on ajoute 6 ml d'anticorps anti A-ll (titre 60). Apres 
40 migration des memes 6chantilions que ceux de I'exemple 1, on obtient un pic correspondant a 
I'apolipoproteine A I (portee par les particules lipoproteiques LPAI:E et LPAI) de meme hauteur qu'a 
I'exemple 1 et un pic correspondant a I'apolipoproteine A II (portee par les particules lipoproteiques LPAIrAII 
et LE:AII) et de hauteur divisee 1,5 par rapport a I'exemple 1. 

45 Exemple 3 : 

On opdre comme a I'exemple 1 , a la difference que Ton ajoute 4 ml d'anticorps anti A-ll de titre 120 et 0,6 ml 
d'anticorps anti A-l de titre 330. 

Apres migration, les memes echantillons qu'a I'exemple 1 donnent un pic correspondant a I'apolipoproteine 
A I (portee par les particules lipoproteiques LPAI:E et LPAI) en hauteur divisee par 1,5 par rapport a 
50 I'exemple 1 et un pic correspondant a I'apolipoproteine A II (portee par les particules lipoproteiques LPAI:AII 
et LPErAII) dont la hauteur est divisee par 2 par rapport a I'exemple 1. 

Exemple 4 : 

On opere comme a I'exemple 1. Apres migration, le gel est recouvert pendant 3 heures d un papier filtre 
55 impregne d'une solution d'un anticorps monoclonal anti A-ll, marque a la peroxydase. 

Apres lavage en eau physiologique pendant une nuit, et revelation de I'activite peroxydasique, seul le petit 
pic est colore qui correspond a I'apolipoproteine A II (port6e par les particules lipoproteiques LPAI: Ail et 
LPErAII). 

60 Exemple 5 : 

On opere comme a I'exemple 3, mais le papier filtre est impregne d'un anticorps monoclonal anti A-l, 
marque a la peroxydase. La revelation de I'activite peroxydasique colore dans ce cas les deux pics 
correspondant respectivement a I'apolipoproteine A I ((portee par les particules lipoproteiques LpAIrE et 
LpAl) et a I'apolipoproteine A II (portee par les particules lipoproteiques LPAIrAII et LPErAII). 
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Exemple 6 : 

On opere comme & I'exemple 1, a la difference que Ton coule 12 ml par film. On decoupe 12 puits de 
diametre 3 mm equidistants et repartis sur ('ensemble de la surface du gel. On obtient alnsi un film pr§t £ 
I'emploi utilisable pour le dosage de I'apolipoproteine A I (portee par les particutes lipoproteiques LPAI:E et 
LPAl) dans la technique d'immunodiffuslon radlale. 5 

5 pJ des echantillons et des standards sont deposes a la dilution 1/10. Apres 48 heures de diffusion, lavage 
en eau physiologique pendant une nuit, sechage et c (oration au noir amide, on obtient pour chaque 
echantillon 2 anneaux, dont le plus grand et le moins colore correspond a I'apolipoproteine A I (portee par les 
particules lipoproteiques LPAI:E et LPAl) et le plus petit et le plus cotore a I'apolipoproteine A 11 ((portee par 
les particules lipoproteiques LPAl: All et LPE:AII). 10 

Exemple 7 : 

On opere comme a I'exemple 1 a la difference que Ton ajoute a la solution d'agarose 1ml d'anticorps Anti E 
(titre 60) 2,8 ml d'anticorps Anti Clll (titre 40p. et 0,11 ml d anticorps Anti B (titre 2000) On obtient ainsi un film 
pret a Temploi pour le dosage par immunodiffusion de la I'apolipoproteine B portee par la particule 15 
lipoproteique LPB. 

Exemple 8 : 

On realise une plaque deshydratee et rehydratable selon le brevet americain n° 2 086 541 du 01/04/70 et le 
brevet francais n° 76 22802 du 27/07/76. 20 

Dans un erlenmeyer de 50 ml, on introduit 30 ml d'eau demineralisee et on ajoute sous agitation magnetique 
1 ,8 g de D sorbitol, 90 mg de Separan NP10 commercialise par la Soci6te MCi (Marine Colloids Incorporation) 
et 45 mg de Separan MGL commercialise par la Societe MCi. Apres solubilfsation complete, on ajoute 250 mg 
d'agarose HGT et 70 mg d'agarose HEEO. 

On chauffe la solution a 95-1 00° C jusqu'a solubflisation totals. Apres avir ramene la temperature a 53° C, on 25 
ajoute 4 ml d'anticorps anti A-II (titre 60) et 0,6 ml d'anticorps anti A-l (titre 220). La solution est repartte a 
raison de 9 ml/film. Apres gelification, on decoupe a I'emporte piece 28 putts de diametre 2 mm. 

On place le film dans un flux d'air laminaire pendant une nuit. On obtient ainsi un film sec et rehydratable 
utilisable pour le dosage de I'apolipoproteine A I (portee par les particules lipoproteiques LPAI:E et LPAl) et de 
I'apolipoproteine A If (portee par les particules lipoproteiques LPAhAII et LPE:AII). 30 

Exemple 9 : 

On opere comme a I'exemple 8, a la difference que I'on remplace les 250 mg HGT et les 70 mg HEEO par 300 
mg d'agaragar et I'heteropolymere basique par du Separan CP35 commercialise par la Societe MCi. On 
repartit la solution a raison de 12 ml/film. On decoupe 12 puits de 2,5 mm de diametre equidistants et disposes 35 
sur I'ensemble de la surface du gel. 

Apres deshydratation, on obtient un film sec et rehydratable utilisable pour le dosage de I'apolipoprotern A 
I (port6e par les particules lipoproteiques LPAl :E et LPAl) et de I'apolipoproteine A II (portee par les particules 
lipoproteiques LPAI:AII et LPE:All) par technique d'immunodiffusion radiaJe. 



Revendications 



1. Procede de dosage simultane par immunodiffusion differentielle sur gel en plaque d'au moins trois 
sous-ensembles d 'apolipoproteines, appartenant respectivement a des groupes de particules lipoprotei- 
ques contenues dans un milieu bioiogique, ces trois groupes de particules lipoproteiques 6tant tels qu'ils 
contiennent une "apolipoproteine commune", et pouvant §tre definis de lafacon sutvante : 

- Tun des groupes ci-apres appele premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques 50 
port ant toutes la susdite "apolipoproteine commune", et portant d'eventuelles autres apolipoproteines 

Xm, cette "apolipoproteine commune" portee par toutes les particules lipoprot6iques du premier groupe 
constituant le premier sous-ensemble, 

- un autre groupe, ci-apres design^ par deuxieme groupe ou groupe intermed (aire, etant tel que : 

- soit il est constitue de preference par des particules lipoproteiques portant toutes Tapoiipoproteine 55 
commune" definie ci-dessus, et portant en outre au moins une apolipoproteine YndiffeVehte des 
eventuelles autres apolipoproteines Xmportees par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette 

ou ces apolipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous ensemble ou le sous ensemble intermediafre, 

- soit il est constitue par des particules Iipoprot6iques dont d une part une partie porte la susdite 
"apolipoprot6ine commune", constituant le premier sous ensemble, et porte, en outre, au moins une 60 
apolipoproteine Zp, differente des eventuelles autres apolipoproteines Xm portees par les particules 
lipoproteiques du premier groupe, et dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte 

pas la susdite "apolipoproteine commune", maJs porte au moins une des apolipoproteines Z p portees par 
la partie des particules lipoproteiques sus-deflnie et differentes des eventuelles autres apolipoproteines 
Xm port6es par le premier groupe d particules lipoproteiques, cette ou ces apolipoproteine(s) Zp 65 
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constituant le deuxieme sous ensemble, ou le sous ensemble intermediate. 

- le troisieme groupe, ou dernier groupe, etant tel que : 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes Tapolipoproteine commune" 
defini ci-dessus et contenant en outre au moins une apolipoprotein W q , difterente d'une part des 

5 6ventuelles autres apolipoproteines Xm portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, et 

d'autre part des apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, cette ou 
ces apoiipoproteine(s) W q constituant le troisieme sous-ensemble, ou dernier sous ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
"apolipoproteine commune" et porte en outre au moins une apolipoproteine Ti difterente a la fois des 

10 6ventuelles autres apolipoproteines Xm portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, et 

des apolipoproteines portees par les particules lipoproteiques du deuxieme groupe, et dont, d'autre part, 
le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la susdite "apolipoproteine commune", mais porte 
. Tune au moins des apolipoproteines Ti portees par la partie des particules lipoproteiques susdefinie, 
cette ou ces apolipoproteines Ti constituant le troisieme sous-ensemble, ou dernier sous ensemble ; 

15 caracterise en ce que : 

- on met le milieu biologique contenant les sous-ensembles a doser en presence d'un melange d 
anticorps contenant 

. des anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines constituant le troisieme ou dernier sous 
ensemble en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du troisieme ou dernier 
20 groupe ; 

. des anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines constituant le deuxieme sous-ensemble, ou 
sous ensemble intermediate, en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du 
deuxieme groupe, ou groupe intermediaire ; 

. des anticorps diriges contre Tapolipoproteine commune" aux sous-ensembles, et constituant le 
25 premier sous ensemble, en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du premier 

groupe ; 

- la quantite des susdits anticorps n§cessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du 
troisi6me ou dernier groupe etant en exces par rapport a la quantite des susdits anticorps n§cessaires a 
la precipitation.des particules lipoproteiques du deuxieme groupe ou groupe intermediaire, cette derntere 

30 quantite des susdits anticorps necessaires a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxiem 

groupe ou groupe intermediaire etant elle-meme en exces par rapport a la quantite des susdits anticorps 
n6cessaires a la precipitation des particules lipoproteiques portant Tapolipoproteine commune" 
constituant le premier sous ensemble, dans un rapport tel que, apres immunodiffusion, on obtienne trois 
frontieres distinctes, la frontiere d'immunodiffusion la plus proche du point de depot du milieu contenant 

35 les sous-ensembles a doser, correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du troisieme 

ou dernier groupe, la frontiere d immunodiffusion la plus eioignee du susdit point de depot correspondant 
a la precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, la frontiere d'immunodiffusion 
intermediaire entre la frontiere la plus proche et la frontiere la plus eioignee sus-mentionnees 
correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme groupe ; 

40 - on mesure les distances maximales respectives entre le point de d6pot et chacune des trois 

frontieres d'immunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a celles obtenues avec 
un milieu etalon, contenant des quantites connues d 'apolipoproteines respectives des trois 
sous-ensembles. 

2- Precede selon I'invention de dosage simultane par immunodiffusion difterentieile sur gel en plaque 
45 d'au moins deux sous-ensembles d'apolipoproteines, appartenant respectivement a au moins deux 

groupes de particules lipoproteiques contenues dans un milieu biologigue, ces deux groupes de 
particules lipoproteiques etant tels qu'ils contiennent une "apolipoproteine commune", 

- Tun des groupes ci-aprds appeie premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques 
portant toutes la susdite "apolipoproteine commune", et portant d'eventuelles autres apolipoproteines 

50 X m , cette apolipoproteine commune portee par toutes les particules lipoproteiques du premier groupe 

constituant le premier sous-ensemble, 

- I'autre groupe, ci-apres designe par deuxieme groupe etant tel que : 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes Tapolipoproteine commune" 
d6finie ci-dessus et portant en outre au moins une apolipoproteine Y n difterente des 6ventuelles autres 

55 apolipoproteines X m portees par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette ou ces 

apolipoproteine(s) Y n constituant le deuxieme sous-ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
"apolipoproteine commune" constituant le premier sous ensemble et porte, en outre, au moins une 
apolipoproteine Z p difterente des 6ventuelles autres apolipoproteines Xm portees par les particules 

60 lipoproteiques du premier groupe et dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas 

la susdite "apolipoproteine commune" constituant le premier sous ensemble mais porte Tune au moins 
des apolipoproteines Z p portees par la partie des particules lipoproteiques susd6finie et difterente des 
eventuelles autres apolipoproteines X m portees par le premier groupe de particules lipoproteiques. cette 
ou ces apolipoproteines Z p constituant le deuxieme sous-ensemble ; caracterise en ce que : 

65 - on met le milieu biologique contenant les deux sous-ensembles d'apoiipoprotein a doser en 
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presence d'un melange d'anticorps contenant 

. d'une part des anticorps dirig6s contre la ou les apolipoproteines constituant le deuxi6me 
sous-ensemble {Y n ou Z p ) en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du 
deuxieme groupe ; 

. d'autre part des anticorps diriges contre la susdite "apolipoproteine commune", constituant le 5 
premier sous-ensemble, en quantit6 suffisante pour precipiter les particules npdproteiques du premier 
groupe ; 

- la quantity des susdits anticorps n6cessaires k la precipitation des particules lipoproteiques du 
deuxieme groupe etant en exces par rapport k la quantite des susdits anticorps n6cessaires a la 
precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, dans un rapport tel que, apres 10 
immunodiffusion, on obtienne deux frontieres distinctes, la frontiere d'immunodrffusloh la plus proche du 
point de d6pdt du milieu contenant les deux sous-ensembles k doser correspondent k la precipitation des 
particules lipoproteiques du deuxieme groupe et la frontiere d'immunodiffusion la plus eipignee du susdit 
point de depot correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques du^premier groupe,. ces 
deux frontieres 6tant respectivement identiques k ceiles obtenues dans les conditions ou, aptes avoir 15 
s6par6 ies deux groupes de particules lipoproteiques contenant respectivement le premier et le 
deuxieme sous-ensembles d'apolipoproteines, on met, d'une part, le premier groupe de particules 
lipoproteiques en contact avec des anticorps dirig6s contre I'apolipoproteine commune constituant le 
premier sous ensemble defini ci-dessus, en quantite identlque k celie utilis6e ci-dessus pour precipiter 

les particules lipoproteiques du premier groupe, non s6par6es du milieu biologique et portaht I' 20 
apolipoproteine constituant le premier sous-ensemble, et on met, d'autre part, le deuxieme groupe de 
particules lipoproteiques en contact avec des anticorps dirig6s contre les apolipoproteines constituant le 
deuxieme sous-ensemble d6fini ci-dessus, en quantite identique k celie utilisee ci-dessus pour precipiter 
les particules Hpoprot6iques du deuxidme groupe, non s6par6es du miHeu biotogique et portant les 
apolipoproteines constituant te deuxi^me sous-ensemble ; 25 

- on mesure les distances maximales respectives entre le point de d6p6t et chacune des deux 
frontteres dMmmunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport k ceiles obtenues avec 
un milieu biologique 6taion, contenant des quantit6s connues d'apblipoproteines respectives des deux 
sous-ensembles. 

3. Proc6d6 selon I'invention de dosage simultan6 par immunodiffusion diff 6 rentielle sur gel en. plaque 30 
de deux sous ensembles d'apollpoproteine, appartenant respectivement k deux groupes de particules 
lipoproteiques contenues dans un milieu biologique, ces deux groupes de particules llpoprot6iques 6tant 
tels qu'ils contiennent une "apolipoproteine commune", 

- I'un des groupes ci-apres appele premier groupe etant constitue par des particules lipoproteiques 
portant toutes la susdite "apolipoproteine commune - , et portant d'6ventuelles autres apollpoprot6ines 35 
Xm, cette apolipoprot6ine commune portee par toutes les particules lipoproteiques du premier group 
constituant le premier sous-ensemble, et I 'autre groupe, 
ci-apres designs par deuxieme groupe etant tel que : 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques contenant toutes "I'apofipoproteine commune" 
d6finie ci-dessus et portant en oputre au moins une apolipoproteine Y n diff6rente;des eventuelles autr s 40 
apolipoproteines Xm port6es par les particules lipoproteiques du premier groupe, cette ou ces 
apolipoprot6ine(s) Y n constituant le deuxieme sous-ensemble ; 

- soit il est constitue par des particules lipoproteiques dont, d'une part, une partie porte la susdite 
"apolipoproteine commune" du premier groupe et porte en outre au molns une apolipoproteine Zp 
diff6rente des 6ventuelles autres apolipoproteines X m port6es par les particules lipoproteiques du 45 
premier groupe et dont, d'autre part, le reste des particules lipoproteiques ne porte pas la susdite 
"apolipoproteine commune" constituant le premier sous ensemble, mais porte Tune au moins des 
apolipoproteines Z p portees par la partie des particules lipoproteiques susdefinie et diff6rente des 
6ventuelles autres apolipoproteines Xmport6es par le premier grouse de particules lipoproteiques, cette 

ou ces apolipoproteines Zp constituant le deuxieme sous-ensemble ; 50 
caracteris6 en ce que 

- on met le milieu biologique contenant les deux sous-ensembles d 'apolipoproteine a doser en 
presence d'un melange d 'anticorps contenant 

. d'une part des anticorps diriges contre la ou les apolipoproteines du deuxi6me sous-ensemble (Y n ou 
Zp) en quantite suffisante pour precipiter les particules lipoproteiques du deuxieme groupe ; 55 

. d'autre part des anticorps dirig6s contre Tapolipoprot6ine commune" aux deux sous-ensembles en 
quantite suffisante pour pr6cipiter les particules lipoproteiques du premier groupe ; . 

- la quantite des susdits anticorps n6cessaires k la precipitation des particules lipoproteiques du 
deuxieme groupe 6tant en exc6s par rapport k la quantite des susdits antfoorps h6cessaires k la 
precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, dans un rapport tel que, apres 60 
immunodiffusion, on obtienne deux frontieres dlstinctes, la frontiere d'immunodfffusion la plus proche du 
point de d6pdt du milieu contenant les deux sous-ensembles k doser correspondent a la precipitation des 
particules lipoproteiques du deuxieme groupe et la frontiere d 'immunodiffusion (a plus 6loignee du susdit 
point de d6p6t correspondant k la precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe, ces 
deux frontieres etant respectivement identiques a ceiles obtenues dans les conditions ou, apr6s avoir 65 
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sSpare les deux groupes de particules lipoproteiques contenant respectivement le premier et le 
deuxieme sous-ensembles d'apolipoproteines, on met, d'une part, le premier groupe de particules 
lipoprot&ques en contact avec des anticorps diriges contre Papolipoproteine commune du premier 
groupe en quantite identique a celle utiiis6e ci-dessus pour pr6cipiter les particules lipoproteiques et non 

5 s6par6es du milieu biologique, portant Papolipoproteine du premier sous-ensemble, et on met, d'autre 

part, le deuxieme groupe de particules lipoproteiques en contact avec des anticorps diriges contre la ou 
les apoiipoproteines du deuxieme sous-ensemble, difterente(s) de Papolipoproteine du premier 
sous-ensemble, et differente des eventuelles autres apoiipoproteines portees par les particules 
lipoproteiques du premier groupe en quantlte identique a celle utilis6e ci-dessus pour precipiter les 

10 particules lipoproteiques et non s6parees du milieu biologique, portant les apoiipoproteines du deuxieme 

sous-ensemble ; 

- on mesure les distances maximales respectives entre le point de depot et chacune des deux 
frontferes d'immunodiffusion et on compare chacune des distances par rapport a celles obtenues avec 
un milieu biologique etalon, contenant des quantites connues d'apolipoproteines respectives des deux 
15 sous-ensembles. 

4. Proc6d6 de dosage selon la revendication 3, dans lequel Papolipoproteine du premier 
sous-ensemble appartient a des particules lipoproteiques libres et identiques, constituant le premier 
groupe. 

5. Proc6d§ de dosage selon la revendication 3, dans lequel le premier groupe est constitue d'une part 
20 par des particules lipoproteiques libres et identiques entre elles, portant I'apolipoproteine commune 

constituant le premier sous ensemble et, d'autre part, par des particules lipoproteiques complexes, 
portant outre la susdite apolipoproteine commune, au moins une apolipoproteine differente de la susdite 
apolipoproteine commune, et differente des apoiipoproteines constituant le deuxieme sous-ensemble. 

6. Proced6 de dosage selon Tune quelconque des revendications 3 a 5, dans lequel le deuxieme 
25 sous-ensemble est constitue par une apolipoproteine differente de Papolipoproteine commune 

constituant le premier sous ensemble et differente des eventuelles autres apoiipoproteines portees par 
les particules lipoproteiques du premier groupe, laquelle apolipoproteine est portee par des particules 
lipoproteiques complexes, portant en outre toutes la susdite apolipoproteine constituant le premier sous 
ensemble. 

SO 7. Proc6d6 de dosage selon Pune quelconque des revendications 3 a 5, dans lequel le deuxieme 

sous-ensembie est constitue par au moins une apolipoproteine differente de Papolipoproteine 
constituant le premier sous ensemble et differente des eventuelles autres apoiipoproteines portees par 
les particules lipoproteiques du premier groupe, laquelle apolipoproteine est portee d'une part par des 
particules complexes, portant en outre Papolipoproteine constituant le premier sous ensemble, et portee 

35 d'autre part par des particules lipoproteiques simples ou complexes ne portant pas Papolipoproteine 

constituant le premier sous ensemble. 

8. Proc6de de dosage selon Pune quelconque des revendications 1 a 7, dans lequel ['immunodiffusion 
differentielle est effectuee par electroimmunodiffusion selon la ntethode de Laurell, ce qui conduit a 
Pobtention de deux pics. 

40 g. Procede de dosage selon Pune quelconque des revendications 1 a 7 par immunodiffusion radiale 

selon la methode de Mancini, ce qui conduit a Pobtention de deux anneaux. 

10. Proc6d6 de dosage selon Pune quelconque des revendications 3 a 9, dans lequel la quantite minimale 
d'anticorps diriges contre la ou les apoiipoproteines du deuxieme sous-ensemble a utiliser est 
d6termin6e des Papparition de deux frontteres distinctes d'immunodiffusion et est avantageusement 

45 situ6e dans une gamme dont la valeur minimale est determinee des Papparition de deux frontieres 

distinctes d'immunodiffusion et dont la valeur maximale est determinee des que les particules 
lipoproteiques portant les apoiipoproteines du deuxieme sous-ensemble ne diffusent plus et sont 
precipitees sur le point de depot du milieu biologique, la frontiere d'immunodiffusion correspondant a la 
precipitation des particules lipoproteiques portant Papolipoproteine du premier sous-ensemble n'etant 

50 pas modifi6e lorsque la quantite d'anticorps diriges contre la ou les apoiipoproteines du deuxieme 

sous-ensemble est sup6rieure a la valeur minimum ci-dessus definie. 

11. Proc6de de dosage selon Pune quelconque des revendications 3 a 10, dans lequel la quantite 
d'anticorps diriges contre la ou les apoiipoproteines du deuxieme sous-ensemble est telle que la distance 
maximale entre le point de depot et la frontiere d'immunodiffusion correspondant la precipitation des 

55 particules lipoproteiques contenant les apoiipoproteines du deuxieme sous-ensemble est d'environ 1/2 

a environ 1/8, avantageusement d'environ 1/3 a environ 1/4, de la distance maximale entre le point de 
depdt et la frontfere d'immunodiffusion correspondant a la precipitation des particules lipoproteiques 
contenant I'apolipoproteine du premier sous-ensemble. 

12. Proc6de de dosage selon Pune quelconque des revendications 3 a 11, dans iequel P6talonnage est 
60 effectue a partir d'un milieu dans lequel le premier sous-ensemble contient une quantite connue (A) 

d'apolipoproteine, laquelle est commune aux deux groupes, le deuxieme sous-ensemble contient une ou 
des quantites connues (B)j d'apolipoproteine(s) differente(s) de Papolipoproteine commune aux deux 
groupes et differente des eventuelles autres apoiipoproteines appartenant aux particules lipoproteiques 
du premier groupe : 

65 - en mettant sur la plaque des anticorps diriges contre chacune des apoiipoproteines du deuxieme 
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sous-ensemble en quantity n6cessafre pour pr6cipiter les particules lipoproteiques du deuxidme groupe, 
chacune de ces quanttt6s 6tant respectivement en excks par rapport aux anticorps n^cessairee k 
pr6cipiter les particules lipoproteiques du premier groups, I'excSs eh anticorps dirig6s contre les 
apolipoproteines du deuxl6me sous-ensemble par rapport aux anticorps dtrig6s contre I'apolipoproteine 
du premier sous-ensemble pouvant etre exprim§ par la relation sulvante : 5 

V 2i T 2i x sup6rieur & V 1 , 10 



dans laquelle Vi f Ti repr6sentent respectivement le volume et le tftre de$ anticorps dirig6s contre 
I'apolipoproteine du premier sous-ensemble et Va, Ta represented respectivement les volumes et les 15 
titres des anticorps dirig€s respectivement contre chacune des apolipoproteines du deuxidm 
sous-ensemble. 

13. Proc6d6 de dosage selon Tune quelconque des revendications 3 k 12, dans lequel on determine : 
- la quantity d'anticorps Vi , destines k pr6ciptter les particules lipoproteiques portant I'apolipoproteine du 
premier sous-ensemble, laquelle apolipoprot&ine est commune aux deux groupes, pour que la hauteur du 20 
pic obtenue soit Hi en mettant sur la plaque una quantite d'anticorps vi corresppndant a la precipitation 
des particules lipoproteiques du premier groupe, ce qui donne une hauteur hi, la quantity Vi 6tant aiors 
calculee selon la formule suivante : 

25 



h i v i 



v i - 



xo/o repr6sentant le pourcentage de I'apolipoprote mune aux deux groupes contenue dans le premier 
sous-ensemble, par rapport k la quantite totale de cette apolipoprot6ine contenue dans ie milieu, 
et on determine 

- la quantit6 d'anticorps V2 destines k pr6cipiter les particules lipoproteiques portant la ou les 
apolipoproteines du deuxteme sous-ensemble, iesquelles sont diff6rentes de rapolipoprot6ine commune 
aux deux groupes et d iff 6 rente des 6ventueljes autres apolipoproteines port6es par les particules 
lipoproteiques du premier groupe, pour que la hauteur du pic obtenue soit hr2, en mettant sur la plaque 
une quantity d'anticorps V2 corres pondant k la precipitation des particules lipoproteiques du deuxieme 
groupe, ce qui donne une hauteur h2, la quantite V2 etant aiors calculee selon la formule suivante : 



^2 
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14. Precede de dosage selon Tune quelconque des revendications 3 k 12, dans lequel on determine : 
- la quantite d'anticorps Vi destines k pr6cipiter les particules lipoproteiques portant I'apoUpoproteine du 
premier sous-ensemble, laquelle apolipoprot6ine est commune aux deux groupes, pour que le diamdtre 55 
de I'anneau obtenu soit D1 en mettant dans la plaque une quantite d anticorps vi correspondent & la 
precipitation des particules lipoproteiques du premier groupe ce qui donne un diametre di, la quantite Vi 
etant aiors calculee selon la formule suivante : 

60 
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v 1 = X % 



xo/o representant le pourcentage de I'apolipoproteine commune aux deux groupes et contenue dans le 
premier sous-ensemble par rapport a la quantite totale de cette apolipoproteinecontenue dans le milieu, 
- la quantite d'anticorps V2 destines a precipiter les particules lipoproteiques portant la ou les 
apolipoproteines du deuxieme sous-ensemble, lesquelles sont differentes de I'apolipoproteine commune 
aux deux groupes et differente des eventuelies autres apolipoproteines portees par les particules 
lipoproteiques du premier groupe, pour que le diametre de I'anneau obtenu soit D2. est determinee en 
mettant dans la plaque une quantite d'anticorps V2 correspondant a la precipitation des apolipoproteines 
du deuxieme sous-ensemble, ce qui donne un diametre d2, la quantite V2 etant alors calculee selon la 
formule suivante : 



V 2 " 



*2**2 



15. Procede de dosage selon Tune quelconque des revendications 3 a 14, dans iequel le premier 
sous-ensemble est constitue par I'apolipoproteine a i, portee par les particules lipoproteiques LP Al et LP 
AI:E, constituant ie premier groupe et le deuxieme sous-ensembie est constitue par i'apolipoproteine A II, 
portee par (es particuies lipoproteiques LP AI:A (I et LPE:A II, constituant le deuxieme groupe, 
caracterise en ce que Ton met le milieu contenant les deux sous-ensembles a doser en presence d!un 
melange d'anticorps respectivement diriges contre I'apolipoproteine A II (anticorps anti A II), et contre 
I'apolipoproteine A I (anticorps anti A I), dans des conditions telles que les anticorps diriges contre 
I'apolipoproteine A II soient en exces par rapport aux anticorps diriges contre I'apolipoproteine A l f cet 
exces correspondant notamment au fait que le produit de la vaieur du volume d'anticorps anti A II mis sur 
la plaque par ia vaieur du titre des anticorps anti A II, est superieur au produit de ia vaieur du volume 
d'anticorps anti A I mis sur la plaque par la vaieur du titre des anticorps anti A I. 

16. Procede de dosage selon I'une quelconque des revendications 3 a 14, dans Iequel le premier 
sous-ensemble est constitue par I'apolipoproteine B porte par les particules lipoproteiques LPB, 
constituant le premier groupe et le deuxieme sous-ensemble est constitue par les deux apolipoproteines 
E et C III, portees par les particules lipoproteiques LPB:E, LPB:CIII, LPE:CI:CII:CIII:B, LPAI:E et LPE:A II 
constituant le deuxieme groupe, caracterise en ce que Ton met le milieu contenant les deux 
sous-ensembles a doser en presence d'un melange d'anticorps respectivement diriges contre 
I'apolipoproteine E (anticorps anti E), I'apolipoproteine C III (anticorps anti Clil) et I'apolipoproteine B 
(anticorps anti B), dans des conditions teiles que les anticorps diriges contre I'apolipoproteine E soient 
en exces par rapport aux anticorps diriges contre Papo!ipoprot6ine B, et les anticorps diriges contre 
I'apolipoproteine C III soient en exces par rapport aux anticorps diriges contre I'apolipoproteine B, I'exces 
des anticorps anti C III par rapport aux anticorps anti B pouvant etre exprime par le fait que le produit de la 
vaieur du volume d'anticorps anti C III par la vaieur du titre des anticorps anti C III soit superieur au sixieme 
du produit de la vaieur du volume des anticorps anti B par la vaieur du titre des anticorps anti B, et I'exces 
des anticorps anti E par rapport aux anticorps anti B pouvant etre exprimes par le fait que le produit de la 
vaieur du volume d anticorps anti E par la vaieur du titre des anticorps anti E soit superieur au douzieme 
du produit de la vaieur du volume des anticorps anti B par la vaieur du titre des anticorps anti B. 

17. Procede de dosage selon la revendication 1, dans Iequel on dose trois sous ensembles 
d'apolipoproteines appartenant respectivement a trois groupes de particules lipoproteiques, le premier 
sous-ensembie etant constitue par I'apolipoproteine B, appartenant aux particules lipoprot6iques LPB 
constituant le premier groupe, le deuxieme sous-ensemble etant constitue par I'apolipoproteine E, 
appartenant aux particules lipoproteiques LPB:E constituant le deuxieme groupe, et ie troisieme sous 
ensemble etant constitue par les apolipopr teines A I, A II et C III appartenant aux particules 
lipoproteiques LPE:CI:CII: Clll:B, LPBrCIII, LPE: All, LPAI:E, LPA I et Lp AI:AII, constituant le troisieme 
groupe, caracterise en ce qu'on met le milieu contenant les trois sous-ensembles a doser respectivement 
en presence d'un melange d'anticorps diriges contre I'apolipoproteine C III (anticorps anti C III), contre 
I'apolipoproteine A II (anticorps anti A II), contre I'apolipoproteine A I, contre I'apolipoproteine E 
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(anticorps anti A I) et contre rapolipoprot6ine B (anticorps anti B), 

les anticorps anti C III, anti A II et anti A 1 6tant respectivement en exc£s par rapport aux anticorps anti E et 
anti B. et les anticorps anti E §tant en excds par rapport aux anticorps anti B. 

18. Proc6d6 de d6pistage in vitro de maladies, notamment corr6l6es & des teneurs en apolipoprot6ines 
situdes & I'extSrieur du domaine d6limit6 par les valeurs extrimes correspondent g6n6raiement & I'&tat 5 
physlologique d'un §tre humain ou animal sain. 

19. Support, notamment plaque ou film recouvert de gel pr§t & Stre utilis6 pour la mise en oeuvre du 
proc6d6 de dosage ou du proc6d6 de dSpistage, selon les revendications 1618, caract6ris6 en ce qu'elfe 
comporte un m6lange d'anticorps correspondent respectivement £ Pobtention du domaJhe de 
precipitation des particules Iipoprot6iques portantiles apolipoprot6ines & doser. w 

20. Kit ou n6cessaire de dosage contenant un support, notamment plaque ou film recouvert de gel, 
selon la revendication 19, et au moins une solution 6talon, ayant une dilution d6termin6e, et de pr6f6rence 
A plusieurs dilutions d6termin6es, avantageusement a trois ou quatre dilutions d6termfn6es. 
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